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Einleitung. 


Seit langem nimmt man allgemein an, dass die auf Streu wachsenden 
Hymenomyzeten eine wichtige Rolle bei den Stoffumwandlungen im Wald- 
boden spielen. Im Vergleich beispielsweise mit den mykorrhizabildenden 
oder den holzzersetzenden Hymenomyzeten sind indes diese Pilze in sehr 
geringem Umfang Gegenstand physiologischer und ökologischer Unter- 
suchungen gewesen. 

Die vorliegende Arbeit soll ein Beitrag zur Kenntnis der Ernährungs- 
physiologie dieser Pilze sein. Erweitertes Wissen auf diesem Gebiet, 
erworben durch experimentelle Untersuchungen, ist auch in vielen Bezie- 
hungen eine Voraussetzung für das Verständnis der Ökologie dieser Orga- 
nismen. 

Als Versuchsobjekte wurden verschiedene Arten der Gattung Maras- 
mius gewählt. Diese Gattung ist ihrer allgemeinen Verbreitung nach haupt- 
sächlich tropisch. Sie umfasst indes in Schweden gegen 30 Arten, von 
denen mehrere zu den allgemeinsten und typischsten Streupilzen unserer 
Nadel- und Laubwälder gehören. 

Viele dieser Arten sind dadurch gekennzeichnet, dass sie an spezi- 
fische Streuarten gebunden sind. Man muss es von vornherein für mög- 
lich halten, dass diese Spezialisierung auf besondere physiologische Eigen- 
schaften zurückgeführt werden kann. 

Nach Beschreibung des Untersuchungsmaterials in Kap. I werden 
in Kap. II die Resultate einer Untersuchung über die Fähigkeit der 
verschiedenen Arten vorgelegt, unter kontrollierten Verhältnissen Streu 
zu zersetzen. Die Absicht war vor allem, festzustellen, inwieweit die 
Pilze imstande sind, die widerstandsfähigsten Komponenten des Streu- 
materials, Lignin und Zellulose, abzubauen. Es ist von besonderer Bedeu- 
tung, dass sämtliche Arten ein mehr oder minder grosses Vermögen gezeigt 
haben, Lignin abzubauen. Als Repräsentanten der ligninzersetzenden 
Bodenhymenomyzeten verdienen diese Pilze auch vom praktischen Ge- 
sichtspunkt Interesse. 

In Kap. III werden die Bedingungen für das Wachstum der Pilze in 
definierten synthetischen Nährlösungen behandelt. 
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Die fraglichen Marasmius-Arten waren bisher nicht Gegenstand er- 
nährungsphysiologischer Untersuchungen. Deshalb war es notwendig, 
vom Beginn der Arbeit an gleichzeitig mehrere Probleme zu behandeln. 
Je grössere Kenntnis von der Abhängigkeit der Pilze von verschiedenen 
Faktoren gewonnen wurde, um so mehr konnten die Nährlösungen ver- 
bessert und um so sorgfältiger konnten die Anforderungen der einzelnen 
Arten an die Zusammensetzung des Mediums berücksichtigt werden. Hier- 
durch wurden immer bessere Voraussetzungen für das Studium des Ein- 
flusses bestimmter Faktoren auf das Wachstum geschaffen. Ein grosser 
Teil der früheren, mehr orientierenden Untersuchungen konnte in der 
folgenden Darstellung fortgelassen werden. 

Es zeigte sich bald, dass die Pilze, um eine synthetische Nährlösung 
assimilieren zu können, einen Zusatz gewisser, in chemisch reiner Form 
zugänglicher Wuchsstoffe fordern. Ihr Bedarf an solchen Stoffen wurde 
zum Gegenstand einer ziemlich umfassenden Untersuchung gemacht, 
wobei das Hauptgewicht auf das Studium der quantitativen Wirkung der 
Wuchsstoffe gelegt wurde. 

Es stellte sich heraus, dass die Wasserstoffionenkonzentration des 
Mediums in wesentlicher Weise das Wachstum der Pilze beeinflusst, und 
die Abhängigkeit der letzteren von diesem Faktor wurde auch eingehender 
studiert. 

Endlich ergab das Studium der Wirkung von Streuextrakten auf die 
Pilze, dass ihr Wachstum stark durch gewisse Mineralbestandteile solcher 
Extrakte beeinflusst wird. Dies führte zu einer Untersuchung des Bedarfs 
der verschiedenen Arten an einigen, bei sehr schwachen Konzentrationen 
wirksamen Metallen. 


Die vorliegende Arbeit wurde im Jahre 1937 am Botanischen Institut 
in Uppsala begonnen. Der grössere Teil der hier veröffentlichten Unter- 
suchungen wurde in den Jahren 1941 und 1942 in dem neuerbauten Insti- 
tut der Universität Uppsala für physiologische Botanik ausgeführt. 

Meinem verehrten Lehrer, dem Begründer und Vorsteher des Instituts 
für physiologische Botanik in Uppsala, Herrn Prof. Dr. Extras MELIN, 
der mir die erste Anregung zu diesen Forschungen gab, spreche ich bei 
dieser Gelegenheit meinen wärmsten Dank aus für eine grundlegende 
pflanzenphysiologische und mikrobiologische Schulung, für das lebhafte 
Interesse, mit dem er meine Arbeit stets verfolgt und unterstützt hat, 
sowie für das grosse persönliche Wohlwollen, das er mir vom Beginn meiner 
botanischen Studien an zuteil werden liess. Ausserdem danke ich ihm und 
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Herrn Prof. Dr. J. A. Nannrepr für die Aufnahme meiner Abhandlung 
in die Symbolae Botanicae Upsalienses. 

Auch meinen iibrigen akademischen Lehrern sage ich meinen herzlichen 
Dank. Dabei wende ich mich in erster Linie an meine Lehrer in der Botanik, 
die Herren Prof. Dr. N. Е. SvepE.ius, Prof. Dr. В. SERNANDER und Prof. 
Dr. С. Е. Du Rıerz. Für sehr wertvollen naturwissenschaftlichen Unter- 
richt spreche ich auch Herrn Prof. Dr. N. у. HorstEn meinen ergebensten 
Dank aus. 

Die analytischen Arbeiten im Zusammenhang mit den Untersuchungen 
über die Streuzersetzung wurden, am Mikrobiologischen Institut der Land- 
wirtschaftlichen Hochschule ausgeführt. Dem früheren und dem jetzigen 
Vorsteher dieses Instituts, den Herren Prof. Dr. Cur. BARTHEL und Prof. 
Dr. К. №іѕѕох, bin ich für freundliche Überlassung eines Arbeitsplatzes 
zu Dank verpflichtet. 

Für wertvolle Ratschläge hinsichtlich der chemischen Bestimmungen 
von Lignin danke ich Herrn Prof. Dr. B. HOLMBERG, für Einführung in 
verschiedene Analysenmethoden Herrn Fil. lic. N. BENGTSSON. 

Herrn Fil. Dr. S. LUNDELL bin ich für Hilfe bei der Sammlung und Be- 
stimmung des Untersuchungsmaterials viel Dank schuldig. 

In grosser Dankesschuld stehe ich auch zu meiner Frau, Fil. mag. BRITA 
LINDEBERG, die mir bei zahlreichen Gelegenheiten wertvolle Hilfe im Labo- 
ratorium geleistet und mich bei Ausführung dieser Arbeit in aufopfernder 
Weise unterstützt hat. 

Meinen Kollegen am Institut für physiologische Botanik danke ich 
für anregende Besprechungen und gute Kameradschaft. Besonderen Dank 
schulde ich meinem Freunde Fil. lie. Т. Wës, der meine Abhandlung im 
Manuskript gelesen und mir dabei viele gute Ratschläge erteilt hat. Ein 
herzliches Wort des Dankes richte ich auch an Frau Fil. lic. BIRGITTA 
NORKRANS, welche während meiner Einberufung zum Militärdienst die 
Pflege meiner Stammkulturen und die Fortführung der in Gang befind- 
lichen Experimente übernommen hat. 

Frl. Fil. stud. Karın Hagstrom danke ich für gediegene Hilfe bei den 
analytischen Arbeiten. 

Die Übertragung ins Deutsche wurde mit Interesse und Sorgfalt von 
Herrn Dr. К. FLEX ausgeführt. 

Für das gewissenhafte Zeichnen der Diagramme sage ich Frl. BIRGITTA 
WEDBERG meinen Dank. 

Von verschiedenen Fonds erhielt ich wirtschaftliche Unterstützung für 
meine Arbeit. ,,Fonden för skogsvetenskaplig forskning‘ bestritt die 
Kosten der Untersuchungen über den Streuabbau. Von „Lektor A. G. 
Errassons fond för mykologisk forskning“ bekam ich zwei Beiträge. 
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„Stiftelsen Lars HIERTAs minne“ bewilligte mir einen Zuschuss für die 
Druckkosten. Endlich wurden meine Studien wesentlich durch Stipen- 
dien von Västmanlands-Dala Nation in Uppsala erleichtert. Für alle diese 
Hilfe spreche ich meinen aufrichtigen Dank aus. 


Uppsala, Institut für physiologische Botanik? Februar 1944. 


Gösta Lindeberg. 


I. Das Untersuchungsmaterial. , 


A. Einsammlung und Reinziichtung der Pilze. 


Um Reinkulturen von Hutpilzen zu erhalten, kann man bekanntlich 
zwei verschiedene Methoden anwenden: Erstens kann man Sporen auf 
geeignetem Substrat zum Keimen bringen, worauf man Einspormyzelien 
isoliert. Durch Kombination solcher Myzelien kann man dann Diploid- 
myzelien bekommen (КхтЕР 1928 u.a.). Zweitens kann man Diploid- 
myzelien direkt in Reinkultur gewinnen, indem man Gewebestiicke von 
Fruchtkörpern ziichtet (BREFELD 1877, S. 80; 1908, S. 49; DUGGAR 1905). 

Ausführliche Untersuchungen über die Sporenkeimung der Marasmius- 
Arten habe ich nicht vorgenommen. Bei folgenden Arten konnte ich indes 
feststellen, dass die Sporen in Malzagar (2,5 % Malzextrakt, 1,5 % Agar) 
keimten und dass sich entwicklungsfähige Einspormyzelien bildeten: М. 
alliaceus, M. androsaceus, M. foetidus, M. fulvobulbillosus, M. oreades, 
M. peronatus, M. putillus, М. ramealis und М. scorodonius. 

Bei gewissen der eben erwähnten Pilze sowie bei М. graminum, M. 
perforans und M. rotula wurde Sporenkeimung schon in dem Kondens- 
wasser beobachtet, das sich gewöhnlich um die Sporen bildet, wenn diese 
in Petrischalen gesammelt werden. FrıEs (1943 b) hat auch kürzlich nach- 
gewiesen, dass die Sporenkeimung bei M. perforans sehr rasch erfolgt. 
Wiederholte Versuche zeigten indes, dass entwicklungsfähige Einspor- 
myzelien von M. perforans und M. rotula in Malzagar nicht auswuchsen. 
Es scheint deshalb, dass Malzagar hemmend auf das Wachstum der 
jungen Einspormyzelien dieser Arten wirkt. 

In den meisten Fällen isolierte ich die als Versuchsobjekte verwendeten 
Diploidmyzelien durch Gewebekulturen. Durch dieses Verfahren verge- 
wisserte ich mich, dass mein biologisches Material wirklich Stämme reprä- 
sentierte, die sich in der Natur als konkurrenzfähig erwiesen hatten. Nur 
wenn sich dieses Verfahren nicht anwenden liess, z. B. wenn die Frucht- 
körper stark durch Bakterien verunreinigt waren, bediente ich mich der 
bedeutend zeitraubenderen Methode, Einspormyzelien zu isolieren und da- 
nach verschiedene solche Myzelien zu kombinieren, um Diploidmyzelien 
zu erhalten. 
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Tabelle 1. 


Das Untersuchungsmaterial. 


EE 


fernwald. 


Marasmius-Art Stamm Fundort! Fundzeit Vorkommen 
I 
M. alliaceus Fr. А? Hägnen, Femsjö, Smäland.| !%/ 37 | Auf vermodernden 
Buchenwald. Buchenästen. 
M. androsaceus Fr. A Norby, Bondkyrka. Nadel-| Dis 37 | Auf abgefallenen 
mischwald. Kiefernnadeln. 
B Ekeby, Bondkyrka. Nadel-| Die 38 desgl. 
mischwald. 
Cc Gottsunda, Bondkyrka. 11/5» 39 езу. 
Nadelmischwald. 
| 
D „Fiby urskog‘“, Vänge. Kie-| **/s 39 desgl. 
fernwald. 
E Haga, Bondkyrka. Nadel-| *°/s 40 desgl. 
mischwald. 
M. chordalis Fr. A3 Österby, Haga. Nadelmisch-| */10 38 | Zwischen Moosen 
wald. und Gräsern. 
M. epiphyllus Fr. A „Stabby backe“, Bond- "ia 38 | Auf vermoderndem 
kyrka. Espenlaub. 
M. foetidus Fr. A Vårdsätra, Bondkyrka. 20/3 37 | Auf vermodernden 
Laubwald. Eschenästen. 
B desgl. Mo 40 desgl. 
M. fulvobulbillosus 
| O.R.Fr.| А? „Stabby backe“, Bond- 8/10 37 | Zwischen Moosen 
kyrka. und Gräsern unter 
Fichten. 
B desgl. 5/9 38 desgl. 
Cc desgl. 5/9 41 desgl. 
| M. graminum S 
| Berk. & Br. A7 „Naturparken“, Stora Äng-| "is 37 | Auf Agropyron 
garden, Göteborg. repens. 
M. oreades Fr. A „Slottsbacken“, Uppsala. 10/6 37 | In einem Rasen. 
B desgl. в 40 desgl. 
M. perforans Fr. А,В,С | Nasten, nahe Haga, Bond-| ''/s 37 |Auf abgefallenen 
kyrka. Nadelmischwald. Fichtennadeln. 
D,E | Norby, Bondkyrka. Nadel-| °/s 38 desgl. 
mischwald. 
F,G | Ekeby, Börje. Nadelmisch-) '/о 38 desgl. 
wald. 
H ‘Norby, Bondkyrka. Nadel-| °/s 40 desgl. 
misch wald. 
M. peronatus Fr. A „Kronäsen“, Uppsala. Kiel Bis 37 |Zwischen Nadeln und 


Gräsern unter Kie- 
fern. 
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Marasmius-Art Stamm Fundort! Fundzeit Vorkommen 
M. peronatus Fr. B wie Stamm A. 28/3 40 | wie Stamm A. 
M. putillus Fr. At Längebrolid, Femsjé, Smä-| ?°» 40 | Auf abgefallenen 
| land. Nadelmischwald. Kiefernnadeln. 
M. ramealis Fr. | A Säby, Danmark. Nadel- 7/2 37 | Auf Wacholderisten. 
mischwald. 
B Selknä, Funbo. Nadelmisch-| **/s 40 desgl. 
wald. 
С Norby, Bondkyrka. Nadel-| '°/10 41 desgl. 
mischwald. 
M. rotula Fr. | А5 Asen, Alvdalen, Dalarna. Ze 37 | Auf abgefallenen 
| Laubwald. Blättern und Zwei- 
| gen. 
B Vilan, Danmark. Fichten-| !/ә 40 | Auf abgefallenen 
wald. Fichtennadeln. 
Cc „Prästgärdsskogen“, Ros- | Dis 41 desgl. 
lagsbro. Fichtenwald. 
M. scorodonius Fr. A Sunnersta, Bondkyrka. (is 37 | Zwischen Nadeln und 
| Nadelmischwald. Rindenstiickchen 
von Fichten. 
| B Haga, Bondkyrka. Nadel-| °/s 41 desgl. 
mischwald. 


1 Wo nichts anderes angegeben ist, liegen die Fundorte der Pilze in Uppland. 
2 Aus Sporen reingezüchtet. 

3 Von Fil. Dr. S. LUNDELL gesammelt. 

4 Von Gartendirektor Т. NATHORST-WINDAHL gesammelt. 

> Von Fil. Dr. D. LIHNELL gesammelt. 


Bei den grösseren Marasmius-Arten konnten Gewebestücke aseptisch 
aus dem Inneren des Stieles genommen und direkt auf Malzagar gezüchtet 
werden. Viele Marasmius-Arten haben indes zu kleine Fruchtkörper, als 
dass man Gewebestücke steril aus ihnen entnehmen könnte. In solchen 
Fällen wurde folgendes Verfahren angewandt (vgl. MELIN 1936, S. 1058): 
Stiele junger Fruchtkörper wurden in fliessendem Wasser reingespült, 
darauf 2—3 Sekunden in 0,1 %ige Sublimatlösung gelegt und schliesslich 
dreimal in sterilem Wasser gewaschen. Danach wurden sie in sterile Petri- 
schalen gelegt und mit einem sterilen Skalpell in kleinere Stücke geschnit- 
ten, die in Petrischalen mit Malzagar gebracht wurden. Von den Stücken, 
welche aseptisch blieben, konnten die auswachsenden Myzelien nach einiger 
Zeit in Röhrchen mit Malzagar überführt werden. Nachdem das Aussehen 
und die Reinheit der isolierten Myzelien unter dem Mikroskop kontrolliert 
worden war, wurden sie als Stammkulturen für die experimentellen Unter- 
suchungen benutzt. Die Stammkulturen wurden einmal im Monat um- 
geimpft. 
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Tab. 1 enthält eine Übersicht über die Arten und Stämme, die in dieser 
Arbeit untersucht wurden, sowie wichtigere Angaben über ihr Einsammeln. 
Wo nichts anderes angegeben ist, wurden die Pilze durch Gewebekulturen 
reingezüchtet.! 


B. Aussehen der Kulturen. 


Die Diploidmyzelien der untersuchten Marasmius-Arten sind sämtlich 
schnallentragend. 

In bezug auf Myzelfarbe, Entwicklung von Luftmyzel, Veränderungen 
des alternden Myzels usw. weisen die einzelnen Arten gewisse charakteri- 
stische Verschiedenheiten auf. Die Zusammensetzung des Substrats und 
die Lichtversorgung haben indes grossen Einfluss auf diese Erscheinungen. 
Die Beobachtungen, welche in aller Kürze im folgenden erwähnt werden, 
wurden an Myzelien gemacht, die auf Malzagar gezüchtet und im Dunklen 
aufbewahrt wurden. 

Die Myzelfarbe ist bei M. foetidus und М. putillus hell graugelb. Auch 
das Myzel von M. peronatus hat einen schwach gelblichen Farbenton. Die 
übrigen Arten haben weisse Myzelien. 

Die Entwicklung von Luftmyzel ist bei den einzelnen Arten sehr ver- 
schieden. M. foetidus und M. putillus bilden nur wenig Luftmyzel, und 
auch bei M. peronatus ist die Luftmyzelentwicklung ziemlich schwach. 
Bei den übrigen Arten ist das Luftmyzel dagegen gut ausgebildet. M. 
epiphyllus und М. oreades sind durch besonders üppige Entwicklung des 
Luftmyzels gekennzeichnet. 

Wenn das Myzel altert, zeigt es bei mehreren Arten charakteristische 
Veränderungen hinsichtlich der Struktur, der Farbstoffbildung usw. 

Das anfangs weisse Myzel von M. ramealis nimmt allmählich einen 
braungelben Farbenton an. Bei M. chordalis bilden die Hyphen einen 
dunkelbraunen Farbstoff, der reichlich an gewissen Stellen des älteren 
Myzels abgesondert wird. 

Bei einigen Arten weist auch das Luftmyzel in älterem Stadium charak- 
teristische Strukturveränderungen auf. Die Lufthyphen bilden membran- 
artige Gewebe, welche für die verschiedenen Arten charakteristische Farben 
annehmen. Solche Membranbildung findet sich bei M. alliaceus, M. androsa- 
ceus, М. fulvobulbillosus, М. rotula und М. scorodonius sowie in geringerem 
Umfang bei M. perforans und М. ramealis. Die Tendenz zur Bildung von 
Membranen ist jedoch bei verschiedenen Stämmen ein und derselben Art 
sehr ungleich. 

! In der folgenden Darstellung sind die Bezeichnungen (A, B, C usw.) der Stämme nur 
angegeben, wenn mehr als ein Stamm derselben Art isoliert wurde. 
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Die Farbe der Membranen ist etwas von ihrem Alter abhängig. Bei 
einigen der Arten wird sie mit der Zeit dunkler. Bei M. ramealis ist sie 
dunkelbraun, bei M. alliaceus und M. perforans schwarzbraun, bei M. 
androsaceus violettbraun bis schwarz und bei M. scorodonius rotbraun bis 
dunkelbraun oder schwarzbraun. M. fulvobulbillosus bildet rotbraune und 
M. rotula hell lachsrote Membranen. 

Ein Teil der von den Myzelien gebildeten Farbstoffe zeigt grosse Ähn- 
lichkeit mit gewissen Farbstoffen, die bei den Fruchtkörpern der betref- 
fenden Arten in der Natur vorkommen. Dies gilt von dem rotbraunen 
Farbstoff bei M. chordalis und von den dunklen Membranfarbstoffen bei 
M. alliaceus, M. androsaceus, M. perforans und M. scorodonius. Die lachs- 
rote Membranfarbe bei M. rotula kommt dagegen nicht bei den Frucht- 
körpern des Pilzes in der Natur vor. 

Die Beziehung der Membranbildung zur Fruchtkörperbildung wurde 
nicht näher untersucht. Indes will ich einige einzelne Beobachtungen er- 
wähnen: Bei einer Art, M. scorodonius, werden oft in einer gefärbten Hy- 
phenmembran wirkliche Fruchtkörper angelegt, die allmählich zu einer 
Höhe von mehreren Zentimetern auswachsen. Der Stiel nimmt bei diesen 
Fruchtkörpern dasselbe Aussehen an wie bei normalen, in der Natur wach- 
senden Fruchtkörpern der Art. Die Hüte setzen sich deutlich vom Stiel 
ab, bleiben aber verkümmert, kaum grösser als ein Stecknadelkopf. 

Bei ein paar andern Arten werden von den gefärbten Membranen Hy- 
phenstränge von rhizomorpha-artiger Natur gebildet. So kommen bei 
M. androsaceus schwarze, verzweigte Hyphenstränge vor, die ganz den 
Rhizomorphen gleichen, welche für diese Art in der Natur charakteristisch 
sind. Diese sind unter dem Namen Rhizomorpha setiformis Roth. beschrie- 
ben und als sterile Fruchtkörper aufgefasst worden (RIcKEN 1910/15). 
Bei M. fulvobulbillosus bilden sich in derselben Weise verzweigte Hyphen- 
stränge, die jedoch etwas dünner sind als bei M. androsaceus und hell 
braunrote Farbe haben. 


II. Experimentelle Untersuchungen über Streuzerset- 
zung durch verschiedene Marasmius-Arten. 


Die Rolle der Bodenpilze bei Zersetzung des toten Pflanzenmaterials 
und bei der Humusbildung in der Natur ist Gegenstand zahlreicher Un- 
tersuchungen gewesen. Bloss einige wenige von denen, welche von grösse- 
rer Wichtigkeit für die vorliegende Arbeit sind, sollen hier erwähnt werden. 
Ausführliche Übersichten über die Literatur auf diesem Gebiet findet man 
bei WAKSMAN (1927, 1936) u.a. 

MÜLLER (1887, S. 27) fand, dass Pilzmyzelien, darunter auch schnal- 
lentragende, reichlich in Buchenwäldern mit Rohhumus (,,ТогЁ nach MüL- 
LER) vorkommen. Er hebt vor allem die Eigenschaft der Myzelien als 
verfilzender Elemente in der Vermoderungsschicht und die ausserordent- 
liche Widerstandskraft gewisser Myzelien gegen Zersetzung hervor. Auch 
FRANK (1888) und WorrnYy (1897) haben auf das reiche Vorkommen von 
Pilzmyzelien in der Humusdecke des Waldbodens hingewiesen. KONING 
(1904) zog den Schluss, dass Pilze, besonders Hyphomyzeten, eine grosse 
Rolle beim Abbau der Streu und bei der Humusbildung spielen. 

Experimentelle Untersuchungen über die Zellulosezersetzung durch 
Bodenpilze sind von van IrTERSoN (1904) ausgeführt worden. Seine Resul- 
tate wurden jedoch starker Kritik unterzogen. Später konnten indes 
МсВетн & Scares (1913), Scares (1915), Отто (1916) u.a. einwand- 
frei nachweisen, dass mehrere aus dem Boden isolierte Pilze (Ascomyze- 
ten und Fungi imperfecti) Zellulose zersetzen. 

Mehrere Forscher haben nachher den Abbau der Streu durch verschie- 
dene Bodenorganismen experimentell untersucht. Gewöhnlich impften sie 
Streu verschiedener Art mit Suspensionen von Erde. Die Zersetzung wurde 
dann durch kontinuierliche Bestimmung der Kohlensäureproduktion oder 
durch Feststellung der totalen Menge und chemischen Zusammensetzung 
des Streumaterials zu Beginn und am Ende des Versuches oder auch durch 
Kombination dieser beiden Methoden studiert (WAKSMAN E TENNEY 
1927, 1928; REGE 1927; HELBIG & June 1929; MELIN 1930 u.a.). Die 
wirksamen Organismen bestanden bei Versuchen dieser Art natürlich so- 
wohl in Bakterien als in Pilzen. In der Regel konnte man eine Abnahme 
der totalen Menge des Materials und seiner verschiedenen chemischen Be- 
standteile konstatieren. Die Zersetzung von Lignin war jedoch gewöhn- 


PHYSIOLOGIE LIGNINABBAUENDER BODENHYMENOMYZETEN 15 


lich sehr unbedeutend. Obgleich einige Autoren darauf hingewiesen ha- 
ben, dass gewisse aus dem Boden isolierte Bakterien und niedrige Pilze 
isoliertes Lignin zersetzen können (PRINGSHEIM & Fucus 1923, WAKS- 
MAN & Hurcuines 1936), hat die Kenntnis der biologischen Zersetzung 
des Lignins im Boden so geringe Fortschritte gemacht, dass RusseL noch 
1936 schreibt: „Obwohl Lignin im Boden einer Zersetzung unterliegt, ist 
nichts bekannt über den Verlauf oder die Organismen, die dies verursa- 
chen.“ 

Von einer Gruppe von Organismen, nämlich einem Teil der holzzer- 
setzenden Pilze, weiss man indes seit langem, dass sie Lignin zersetzen 
können (vgl. 8. 37). Nach vieljährigen Studien über die verschiedenen 
Fäulen des Holzes stellte FALCK (1923) die Hypothese auf, dass gewisse 
Hutpilze des Waldbodens die Streu in derselben Weise angreifen wie die 
holzzersetzenden Pilze das Holz. Durch Züchtung einiger Streupilze auf 
sterilisiertem Buchenlaub und Kiefernnadeln, deren Zusammensetzung vor 
und nach dem Versuch bestimmt wurde, konnte er auch die Richtigkeit 
seiner Annahme beweisen (FALCK 1930). WAKSMAN und seine Mitarbeiter 
haben gewisse Hutpilze von mehr koprophilem Charakter in Reinkultur 
auf sterilisierten natürlichen Substraten gezüchtet und festgestellt, dass 
Psalliota campestris und Coprinus radians sowohl Lignin als Zellulose zer- 
setzen (WAKSMAN E MoGratu 1931, Waxsman 1931). Hymenomyzeten, 
welche endotrophe Mykorrhiza bei Orchideen bilden, sind von HoLLÄn- 
DER (1932) studiert worden. Dieser hat qualitativ nachgewiesen, dass 
diese Pilze, wenn sie auf sterilisiertem Streumaterial gezüchtet werden, 
Lignin und Zellulose zersetzen. Dagegen lassen sich die Mykorrhizapilze 
der Nadelbäume nicht ohne weiteres auf autoklav-sterilisierter Streu züch- 
ten (MELIN 1923, S. 172; 1925, S. 46). 

Früher veröffentlichte Beobachtungen über die Einwirkung der in die- 
ser Arbeit behandelten Marasmius-Arten auf die Streu in der Natur schei- 
nen zu zeigen, dass wenigstens ein Teil dieser Pilze intensive Streuzerset- 
zer sind. So beobachtete BAILLON (1906) bei Marasmius oreades, welcher 
„Hexenringe‘“ auf Grasboden bildet, dass die Erde durch den Einfluss 
des Pilzes eine gelbliche Farbe bekommt und leicht pulverisierbar, porös, 
locker und auffallend trocken wird. Ѕемв (1936) fand, dass der Stickstoff- 
umsatz im Boden unter dem Einfluss von Myzelien von M. oreades lebhaf- 
ter wird. Eine Zersetzung von Waldstreu durch gewisse andere Maras- 
mius-Arten wurde in der Natur von RoMELL (1934) beobachtet. 

Im folgenden berichte ich über experimentelle Untersuchungen über 
die Fähigkeit der von mir reingezüchteten Marasmius-Arten, Streu zu 
zersetzen. Besondere Aufmerksamkeit habe ich bei diesen Untersu- 
chungen der Frage zugewandt, ob die Pilze Lignin, Zellulose und furfurol- 
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liefernde Substanzen abbauen können. Diese Komponenten machen zu- 
sammen mehr als die Hälfte der organischen Masse der Laub- und Nadel- 
streu aus. In stärker verholzter Streu spielen sie eine noch grössere Rolle. 


A. Ausführung der Versuche. 


Aus Tab. 1 geht hervor, dass die Pilze, welche bei dieser Arbeit als Ver- 
suchsobjekte dienten, von Substraten sehr wechselnder Natur gesammelt 
wurden. Es wäre natürlich von Interesse gewesen, das Zersetzungsver- 
mögen jeder Art dadurch zu untersuchen, dass man sie auf dem für sie 
natürlichen Substrat gezüchtet hätte. Vorbereitende Versuche ergaben 
indes, dass sich die Pilze auch auf anderem sterilisierten Streumaterial 
züchten lassen als dem, auf welchem sie in der Natur vorkommen. Um 
den Umfang der Versuche zu verringern, wurden deshalb bloss vier ver- 
schiedene Arten von Streu für Zersetzungsversuche mit sämtlichen Pilz- 
arten verwendet. 

Eine Voraussetzung für ein erfolgreiches quantitatives Studium der 
Streuzersetzung ist, dass das benutzte Ausgangsmaterial eine möglichst 
gleichmässige Zusammensetzung hat. Zwei verschiedene Proben des- 
selben müssen ja bei chemischer Analyse innerhalb ziemlich enger Gren- 
zen übereinstimmende Resultate ergeben. Bei der Sammlung der ver- 
schiedenen Streuarten wurde deshalb grösstmögliche Einheitlichkeit ange- 
strebt. 

Folgendes Streumaterial wurde benutzt: 


1. Kiefernnadeln. Verwelkte Nadeln, die abgefallen, aber auf den unte- 
ren Zweigen der Bäume liegen geblieben und deshalb noch nicht nen- 
nenswert von Bodenorganismen angegriffen worden waren, wurden 
im April 1941 gesammelt. Ort: Näntuna, Danmark. 

2. Buchenlaub. Das Material bestand aus Laub, das den Winter über 
an den Bäumen gesessen hatte und im April 1941 direkt von diesen 
gesammelt wurde. Ort: Park beim Uppsalaer Schloss, Uppsala. 

3. Espenlaub. Das Material wurde unmittelbar nach dem Abfallen des 
Laubes im Oktober 1940 gesammelt. Ort: Fäbodarna, Bondkyrka. 

4. Stroh von Glyceria maxima. Das Material bestand aus abgestorbenen, 
unmittelbar nach der Schneeschmelze im April 1938 gesammelten 
Pflanzen. Ort: Ultuna, Bondkyrka. 


Das Streumaterial wurde im Laboratorium an der Luft getrocknet. 
Nachdem sein Wassergehalt bestimmt worden war, wurden Portionen von 
5,00 g in Erlenmeyerkolben von 300 cem Volumen eingewogen (das Stroh- 
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material jedoch erst, nachdem es in 3—4 cm lange Stiicke zerschnitten 
worden war). Jedem Kolben wurden 50 cem Wasser zugesetzt, worauf 
die Kolben mit Wattestöpseln versehen und zu einem Überdruck von 
1,2 kg per дет (etwa 120°) autoklaviert wurden. 

Es konnte vorausgesetzt werden, dass man das stärkste Wachstum 
der Pilze erhalten würde, wenn man sie auf Streumaterial impfte, welches 
möglichst mit dem natürlichen Substrat übereinstimmte (vgl. FALCK 1930). 
Das sterilisierte Streumaterial wurde deshalb mit Reinkulturen der ver- 
schiedenen Marasmius-Stämme nach folgendem Plan geimpft: 


Kiefernnadeln: М. androsaceus E, М. chordalis, М. fulvobulbillosus В, 
М. perforans Н, М. peronatus В, М. putillus, М. 
rotula В und М. scorodonius A. 


Buchenlaub: М. alliaceus, М. foetidus В, М. putillus, М. ramealis В 
und М. scorodonius А. 

Espenlaub: M. epiphyllus. 

Stroh: М. graminum und М. oreades В. 


Die Impfung erfolgte von Kulturen auf Malzagar. In jedem einzelnen 
Fall wurden 4 Parallelkolben mit ein und demselben Pilz geimpft. Aus- 
serdem wurden von jeder Streuart 4 Kontrollkolben verwendet, welche 
nicht geimpft wurden. 

Die Kulturen wurden 6—7 Monate im Thermostaten bei 25° aufbe- 
wahrt. Der Wasserabgang wurde durch jeden zweiten Monat wiederholte 
Wagung der Kontrollkolben kontrolliert, worauf der gefundene Wasser- 
verlust in sämtlichen Kolben durch Zusatz von sterilem Wasser ersetzt 
wurde. 

Nach der Impfung wurde der Inhalt der Kolben mehr oder minder 
rasch von den betreffenden Pilzmyzelien überwachsen. Der Teil des 
Streumaterials in den Kolben, der sich unter der Wasseroberfläche be- 
fand, wurde jedoch nicht von den Myzelien angegriffen, vermutlich infolge 
des dort herrschenden Sauerstoffmangels. In dem übrigen Teil des Streu- 
materials entwickelten sich die Myzelien im Verhältnis zum Feuchtigkeits- 
gehalt des Materials, der mit dem Abstand vom Boden des Kolbens ab- 
nahm. Infolgedessen wurde also das Streumaterial in den Kolben nicht 
gleichmässig von den Pilzen angegriffen. Im Zusammenhang mit jedem 
Wasserzusatz wurde deshalb das Material mit einer sterilisierten Impf- 
nadel gründlich umgerührt. 

Alle die Pilze, welche auf Buchenlaub verimpft worden waren, ent- 
färbten während ihres Wachstums das Laubmaterial mehr oder minder 
vollständig. Gleichzeitig sank dieses stark zusammen. Die Nadelstreu 


2— 43761 Symb. Bot. Ups. VIII: 2 


18 GOSTA LINDEBERG 


wurde weniger rasch beeinflusst. Auch hier war jedoch in mehreren Fal- 
len eine deutliche Entfärbung zu bemerken, besonders in den Kolben, die 
mit Marasmius peronatus, М. putillus und М. scorodonius geimpft worden 
waren. Eine etwas schwächere Entfärbung bewirkten M. androsaceus, M. 
perforans und М. fulvobulbillosus, während M. chordalis und M. rotula 
das Aussehen der Nadeln nicht merklich veränderten. Die mit M. epi- 
phyllus geimpften Espenblätter wurden von Myzel überwachsen, wiesen 
aber keine Entfärbung auf. Das Strohmaterial mit den Kulturen von 
M. oreades erfuhr eine gewisse Bleichung, während M. graminum keine 
äusserlich sichtbare Veränderung des Materials hervorrief. 

Nach dem Ende der Versuchszeit wurde das pH für den Inhalt eines 
der vier Kolben jeder Reihe bestimmt. Die Bestimmungen erfolgten mit 
einem BECKMAN-Potentiometer, und die verwendeten Flüssigkeitsmengen 
wurden nach den Bestimmungen in ihre Kolben zurückgegossen. Der In- 
halt der Kolben wurde dann quantitativ in gewogene Glasschalen über- 
führt und drei Tage bei 60°—65° getrocknet. (Die Trocknung fand bei 
relativ niedriger Temperatur statt, um eventuelle Veränderungen der che- 
mischen Zusammensetzung des Materials zu vermeiden.) Hierauf liess ich 
die Schalen weitere drei Tage im Laboratorium stehen, damit der Inhalt 
hinsichtlich des Wassergehalts mit der Luftfeuchtigkeit ins Gleichgewicht 
kommen sollte. Durch Wägen wurde dann das Gewicht des Rückstandes 
in jedem Kolben festgestellt. Für die folgenden Analysen wurde das 
Material in einer Mühle gemahlen, wobei die Rückstände der vier Pa- 
rallelkolben jeder Reihe sorgfältig miteinander gemischt wurden. Nach 
Bestimmung des Wassergehalts wurde das Material in bezug auf Lignin, 
Zellulose und furfurolliefernde Substanzen analysiert. 


B. Analysenmethoden. 


Lignin wurde gravimetrisch als Lignin-Thioglykolsäure nach Horm- 
BERGS Methode (HoLMBERG 1930, 1934, 1936), modifiziert von BENGTS- 
son (1936 a), bestimmt. Dieses Verfahren gründet sich darauf, dass sich 
Lignin in Anwesenheit einer starken katalysierenden Säure mit Thio- 
glykolsäure zu Lignin-Thioglykolsäuren verbinden lässt, welche schwer- 
löslich in Wasser und Säuren, dagegen leichtlöslich in Alkalien sind. 

Die Probe wird auf dem Wasserbad mit Thioglykolsäure in salzsaurer 
Lösung behandelt. Wasserlösliche Substanzen sowie solche, welche durch 
den Einfluss von warmer, verdünnter HCl hydrolysiert werden (Hemizel- 
lulosen), gehen dabeiin Lösung. Das Lignin wird in Lignin-Thioglykolsäure 
überführt, die jedoch in der salzsauren Lösung unlöslich ist. Die Zellulose 
endlich bleibt praktisch unverändert (vgl. S. 26). Nachdem die Erwär- 


PHYSIOLOGIE LIGNINABBAUENDER BODENHYMENOMYZETEN 19 


mung auf dem Wasserbad beendet ist, wird die saure Lösung abfiltriert 
und dem festen Rückstand verdünnte KOH zugesetzt, wobei die Lignin- 
Thioglykolsäure in Lösung geht. Die alkalische Lösung wird von dem 
hauptsächlich aus Zellulose bestehenden Rest abfiltriert und aus dersel- 
ben dann die Lignin-Thioglykolsäure durch Ansäuern mit HCl ausgefällt. 
Die Fällung wird gewaschen, getrocknet, gewogen, verascht und schliess- 
lich nochmals gewogen, wodurch man also die Gewichtsmenge aschefreie 
Lignin-Thioglykolsäure erhält. 

Bei den Bestimmungen wurde jede Probe mit 1,5 ccm Thioglykolsäure 
und 20 сет 2-n HCl behandelt. Im Hinblick auf die folgende Zellulose- 
bestimmung wurde die in Alkali gelöste Lignin-Thioglykolsäure von dem 
ungelösten Rest durch ein Filter abfiltriert, das gleichmässig mit feinem, 
analysenreinem Sand belegt war. Nach Waschen mit 1/15-n KOH wurde 
der Rückstand auf dem Filter nebst dem Sand in eine Lov£n-Flasche ge- 
spült, die in einen Thermostaten von 70°—80° gesetzt wurde. Nachdem 
der Inhalt getrocknet war, wurde die Zellulose bestimmt (siehe unten). 
Bei den Ligninbestimmungen wurde im übrigen genau das von BENGTS- 
son (l. с. S. 6—8) beschriebene Verfahren angewandt. 

Die Zellulose wurde gleichfalls gravimetrisch nach CHARPENTIERS 
Methode (CHARPENTIER 1920), modifiziert von BARTHEL & BENGTSSON 
(1923) sowie von Brenatsson (1925), bestimmt. Die Zellulose wird nach 
diesem Verfahren durch Schiitteln der trocknen Probe mit SCHWEIZER- 
schem Reagens extrahiert. Aus einem bestimmten Teil der Lösung wird 
dann die Zellulose durch Zusatz von 80 %igem Alkohol ausgefällt. Die 
ausgefällte Zellulose wird gewaschen, getrocknet, gewogen und verascht, 
worauf sie abermals gewogen wird. 

Für die Bestimmungen wurden in diesem Fall die getrockneten Zellu- 
losereste der Proben verwendet, die bei den Ligninbestimmungen benutzt 
worden waren. 

Auf Vorschlag von Fil. lic. N. Benersson wurden hier folgende Ver- 
änderungen der Analysenmethodik vorgenommen: 

1. Um allen Sand vollständig aus der SCHwEIzERschen Lösung mit der 
aufgelösten Zellulose zu entfernen, wurde die Lösung vor der Fällung der 
Zellulose zentrifugiert. 

2. Die mit Alkohol ausgefällte und in Alundumtiegeln gesammelte 
Zellulose wurde zuerst 1 Stunde bei 50° und dann 1 Stunde bei 80° 
getrocknet. Hierauf wurde die Zellulose mit Hilfe eines steifen Pinsels 
quantitativ in soeben geglühte und abgekühlte Porzellantiegel verbracht. 
In diesen wurde sie bei herabgesetztem Druck über P,O, bis zum fol- 
genden Tag getrocknet, worauf die Tiegel gewogen, geglüht und (nach 
Abkühlung) erneut gewogen wurden. 
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Tabelle 2. 


Gehalt der unzersetzten Kiefernnadeln an Lignin (als Lignin-Thioglykolsiiure) 
und Zellulose. 


| Lignin-Thioglykolsäure Zellulose 
Trocken- | 

взш Gefunden Korrigiert a Gefunden e 

mg mg mg % mg % 
191,4 36,9 41,9 21,89 53,6 28,00 
191,1 411 46,1 24,12 53,0 27,73 
381,3 84,9 89,9 23,58 104,2 27,88 
882,5 85,8 90,8 23,74 110,0 28,76 
674,5 122,6 127,6 22,21 147,0 25,59 
573,9 126,9 131,9 22,98 162,0 28,28 
766,8 174,9 179,9 23,46 199,2 25,98 
764,7 186,8 191,8 25,08 219,2 28,66 
955,0 | 216,9 221,9 23,24 250,6 26,24 
954,7 227,0 232,0 24,30 262,4 27,49 
1149,7 2741 279,1 24,28 318,4 27,69 
1146,1 257,0 262,0 22,86 309,8 27,08 
M = 23,48 M = 27,39 


Das Verhalten der Pilze gegenüber den widerstandsfähigsten Bestand- 
teilen des Streumaterials, Lignin und Zellulose, wurde bei dieser Unter- 
suchung als die wichtigste Frage betrachtet. Die Reproduzierbarkeit der 
angewandten Methoden für Bestimmung dieser Substanzen wurde zu- 
nächst einer Prüfung unterzogen. Dies geschah in der Weise, dass von 
jeder Streuart eine grössere Anzahl Proben, welche ca. 200—ca. 1200 mg 
Substanz enthielten, analysiert wurden. Für diese Kontrollanalysen 
wurde der Inhalt der nicht geimpften Kontrollproben benutzt. Das Ma- 
terial, welches analysiert wurde, hatte also Autoklavierung durchgemacht. 
Die Resultate finden sich in den Tabellen 2—5 und in den Diagrammen, 
Fig. 1—2. 

Die relative Ausbeute an Lignin-Thioglykolsäure stieg wie bei den von 
Вехатѕѕох (1936 а) ausgeführten Analysen mit wachsender Menge der 
Probe. Der Zusammenhang zwischen der gefundenen Menge Lignin-Thio- 
glykolsäure und der Grösse der analysierten Probe war jedoch linear, und 
der eben erwähnte Sachverhalt muss darauf beruht haben, dass sich bei 
jedem Material eine gewisse Menge Lignin der Bestimmung entzogen hat. 
Dieser Verlust, welcher unabhängig von der absoluten Grösse der Probe 
war, entsprach offensichtlich der totalen Löslichkeit der Lignin-Thiogly- 
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Tabelle 3. 


Gehalt des unzersetzten Buchenlaubs an Lignin (als Lignin-Thioglykolsäure) 
und Zellulose. 


—————-——— 


SE Lignin-Thioglykolsiure | Seiten = 
E E каше % ш | % 
188,8 35,1 61,1 27,07 | 32,6 17,27 
1894 30,0 460 | 24,29 34,0 17,95 
381,4 75,2 91,2 | 23,91 60,2 15,78 
378,3 81,5 | 97,5 25,77 64,4 17,02 
567,3 129,6 145,6 25,67 | 96,4 16,99 
5692 | 181,9 тә | 25,98 | 94,6 16,62 | 
756,7 176,4 192,4 25,43 i 123,0 16,25 | 
756,4 | 177,0 193,0 | 25,52 121,6 16,08 
944,2 227,1 | 243,1 25,75 154,2 16,33 
946,6 | 281,8 247,3 | 26,13 | 155,8 16,46 
1135,5 983,5 299,5 26,38 | 183,8 16,19 
1187,1 281,4 297,4 26,15 189,4 16,66 
М = 25,67 М = 16,63 


kolsäure in den bei der Analyse verwendeten salzsauren Lösungen, in 
denen die Hauptmasse der Lignin-Thioglykolsäure in fester Form vorlag. 
Der Verlust kann direkt aus den Diagrammen abgelesen werden. Die ge- 
rade Linie, die durch die Punkte gezogen ist, welche die für die verschie- 
denen Proben gefundenen Gewichtsmengen Lignin-Thioglykolsäure an- 
geben, schneidet die vertikale Achse des Diagramms auf der negativen 
Seite. Der Abstand dieses Schnittpunkts vom Origo gibt den erwähnten 
Verlust an. Derselbe betrug für Kiefernnadeln 5 mg, für Buchenlaub 16 
mg, für Espenlaub 14 mg und für Stroh 9 mg. Die gefundenen Werte der 
Lignin-Thioglykolsäure müssen also durch Hinzufügung dieser Mengen 
korrigiert werden. 

Auch die korrigierten Werte des Ligningehalts sind indes wahrschein- 
lich etwas zu niedrig. Um das Lignin vollständig zu extrahieren, behan- 
delte nämlich HoLmBErgG bei seiner ursprünglichen Analysenmethode jede 
Probe zweimal mit Thioglykolsäure und HCl. Durch die zweite Behand- 
lung erhielt er hierbei eine Menge Lignin-Thioglykolsäure, welche (für 
Fichtenholz) са. 5 % der totalen Ausbeute entsprach. Bei dem von Вкхотз- 
son modifizierten Verfahren unterbleibt diese zweite Behandlung mit 
Thioglykolsäure und HCl. 
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Tabelle 4. 


Gehalt des unzersetzten Espenlaubs an Lignin (als Lignin-Thioglykolsäure) 
und Zellulose. 


| Lignin-Thioglykolsäure Zellulose 
Trocken- ымы eg 
substanz Gefunden Korrigiert $ Gefunden 
mg mg | mg % mg % 
188,0 27,8 41,8 22,23 28,0 14,89 
188,4 26,3 40,3 21,39 28,0 14,86 
377,6 70,1 84,1 22,27 55,8 14,78 
376,5 65,1 79,1 21,01 54,8 14,56 
565,1 97,4 111,4 19,71 76,4 13,52 
565,1 102,5 116,5 20,62 77,8 13,77 
755,8 141,6 | 155,6 20,59 104,4 13,81 
754,3 139,7 158,7 | 20,38 104,0 13,79 
9425 | 192,0 206,0 | 21,86 134,6 14,28 
943,2 | 1964 | 210,4 22,81 116,8 12,38 
1181,2 287,0 | 251,0 22,19 149,4 13,21 
1131,2 250,1 264,1 23,35 1306 | 11,55 
| | М = 21,49 М = 18,78 


Zwecks weiterer Kontrolle der Analysenmethode wurden die aus den 
unzersetzten Streuarten erhaltenen Lignin-Thioglykolsäuren in bezug auf 
С, Н, S, OCH, und N analysiert.! Die Analysenresultate, korrigiert unter 
Berücksichtigung des Feuchtigkeits- und des Aschegehalts der Lignin- 
Thioglykolsäurepräparate, sind in Tab. 6 zusammengestellt. Auf Grund 
der Ziffern für den S-Gehalt wurde der Gehalt an thioglykolsäurefreiem 
Lignin (HoLMBERG & GRALEN 1942, S. 4—5) für die verschiedenen Streu- 
arten berechnet (Tab. 8). Die Zusammensetzung der thioglykolsäurefreien 
Produkte ist aus Tab. 7 ersichtlich. | 

Aus Tab. 6 geht hervor, dass aus den verschiedenen Streuarten Lignin- 
Thioglykolsäuren von etwas ungleicher Zusammensetzung gewonnen 
wurden. Dies dürfte die Ursache gewesen sein, dass die Verluste, die bei 
den Ligninbestimmungen eintraten, für die verschiedenen Streuarten ver- 


1 Prof. HOLMBERG hatte die Freundlichkeit, die Bestimmungen уоп С, H, S und 
OCH, in seinem Laboratorium an der Kgl. Technischen Hochschule, Stockholm, ausführen 
zu lassen. N wurde am Physikalisch-Chemischen Institut in Uppsala von Frau BRITA 
WIKEN bestimmt. Dabei wurde Kserparıs Verfahren nach Lunpın & ELLBURG (1929, 
siehe auch Lunpın, ELLBURG & Rıeum 1935), modifiziert zur Halbmikromethode, ange- 
wandt. Die Destillation erfolgte nach PARNAS-WAGNER. 
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Tabelle 5. 


Gehalt des unzersetzten Strohs an Lignin (als Lignin-Thioglykolsäure) 
und Zellulose. 


О 


Lignin-Thioglykolsäure Zellulose | 
Trocken- |_ д _ 
substanz Gefunden Korrigiert & Gefunden | о 
mg mg mg | % mg % | 
190,4 19,2 28,2 14,81 SÉ 27,00 | 
| 191,5 17,4 26,4 13,79 52,0 27,15 | 
| 
| 380,3 41,9 50,9 13,38 92,4 24,30 | 
382,4 429. | 51,9 18,57 100,2 26,20 
5736 | ma | 78,3 13,65 143,2 24,97 
573,6 70,5 79,5 | 13,86 154,4 | 26,92 
763,2 92,1 | 101,1 18,25 205,8 | 26,97 
764,2 97,1 106,1 13,88 192,2 25,15 
| 952,8 125,4 1344 | 14,11 249,6 26,21 
955,1 ar | dia | 13,73 252,0 26,38 
| 1451 | 160,2 169,2 14,78 295,6 25,81 
| 1144,2 154,7 163,7 Lia 299,2 26,15 
| М = 13,93 M = 26,10 


schieden gross waren. Der S-Gehalt der Lignin-Thioglykolsäuren betrug 
4,03—5,80%. BENGTSSoN (1936 a) erhielt aus Weizenstroh eine Lignin- 
Thioglykolsäure mit 5,52%, S. Dagegen bekam HOLMBERG nach seiner 
ursprünglichen Methode bei Analyse von verschiedenem Pflanzenmaterial 
Lignin-Thioglykolsäuren mit etwas höheren S-Gehalten. So lieferte z. В. 
Roggenstroh eine Lignin-Thioglykolsäure mit 7,57 % S. Es scheint also, 
dass Brnetssons Modifikation von HOLMBERGS Ligninbestimmungsme- 
thode Lignin-Thioglykolsäuren liefert, die einen niedrigeren S-Gehalt ha- 
ben als die Produkte, welche man nach Ногмвекоѕ ursprünglichem Ver- 
fahren erhält. 

Der Methoxylgehalt war gleichfalls niedriger als der, welchen Horm- 
BERG für seine Produkte fand. HoLMBERGS Untersuchungsmaterial um- 
fasste jedoch hauptsächlich stark verholzte Pflanzenteile, und Blätter wur- 
den nicht untersucht. Es ist indes nicht ausgeschlossen, dass das Lignin 
in Blättern eine Zusammensetzung haben kann, die etwas von der des 
Lignins in stark verholzten Pflanzenteilen abweicht. 

Es ist bemerkenswert, dass die Lignin-Thioglykolsäurepräparate N- 
haltig waren. N-haltige Produkte bekam auch HOLMBERG (1934) bei Ana- 
lyse von Fruchtkörpern von Polyporus fomentarius und BENGTSSON (1936 a) 
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Fig. 1. Gehalt der unzersetzten Streuarten an Lignin als Lignin-Thioglykolsäure, 


„L.-Th.“ (Tab. 2—5). 
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Fig. 2. Gehalt der unzersetzten Streuarten an Zellulose (Tab. 2—5). 
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Tabelle 6. 
Zusammensetzung der Lignin-Thioglykolsiiuren. 
Ausgangsmaterial | %C | %H| %0 | %N | %S |% OCH, 
| 
Kiefernnadeln. . | 62,87 | 6,70 | 23,87 | 0,76 5,80 4,45 
[| Buchenlonh: . . . | 69,66 | 5,85 | 28,28 | 1,07 5,19 6,49 
| Espenlaub . . . . | 57,06 | 5,29 | 32,26 | 1,04 4,35 4,46 
[Stroh узор» лш 60,57 | 6,22 | 26,51 | 2,67 | 4,08 7,42 
Tabelle 7. 

Zusammensetzung der thioglykolsäurefreien Ligninpräparate. 
| Ausgangsmaterial | % С | % H | %O} %N |% OCH; 
Kiefernnadeln. . .| 67,59 | 7,82 | 24,21 | 0,88 5,14 

| Buchenlaub. . >» - | 68,87 | 6,27 | 29,14 | 1,22 7,37 
| Bspenlaub - . + . 69,81 | 5,58 | 33,45 | 1,16 4,96 | 
Stroh: — 2 o A e + 63,46 | 6,58 | 27,02 | 2,94 | Bu 


bei Analyse von Weizenstroh. Вехотѕѕох (1936 a, 1938) wies nach, dass 
der N-Gehalt der Lignin-Thioglykolsäurepräparate höchstwahrschein- 
lich auf der Anwesenheit von Eiweißstoffen beruht. Auch wenn Lignin 
als der in starken Säuren unlösliche Teil des Pflanzenmaterials bestimmt 
wird, wirken anwesende Eiweißstoffe in derselben Weise störend (vgl. 
NORMAN 1937, S. 175). Eine Korrektion wegen dieses N-Gehalts der Lig- 
ninpräparate ist dadurch erschwert, dass man nicht weiss, in welcher 
Form der Stickstoff vorliegt, und eine solche ist deshalb in diesem Fall 
nicht vorgenommen worden. 

Die Zelluloseausbeute, ausgedrückt in Prozenten, war unabhängig von 
der Grösse der Probe. Eine Frage, die indes berührt werden muss, ist, ob 
die Behandlung der Proben mit Thioglykolsäure in salzsaurer Lösung 
einen Verlust von Zellulose herbeigeführt haben kann. Bei Versuchen mit 
Baumwolle und Filtrierpapier fand HOLMBERG (1930), dass der Zellulose- 
gehalt nach 4-stündiger Behandlung mit Thioglykolsäure und HCl um 9 
bzw. 5% gesunken war. Ferner untersuchte BEn@Ttsson (Privatmittei- 
lung) die Zelluloseausbeute bei Analyse von Weizenstroh, dessen Zellulose 
von inkrustierenden Substanzen einerseits mittels Bisulfit-Salzsäurelösung 
(BENGTSSON 1925), andererseits mittels Thioglykolsäure und HCl befreit 
wurde. In beiden Fällen bestimmte er die Zellulose nach CHARPENTIERS 
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modifizierter, obenerwähnter Methodik. Es zeigte sich, dass die Thiogly- 
kolsäuremethode eine 4,4 % geringere Zelluloseausbeute gab als die Bisul- 
fitmethode. Es ist also klar, dass die Behandlung mit Thioglykolsäure und 
HCl einen gewissen Zelluloseverlust verursacht, der auf са. 5% geschätzt 
werden kann. 

Aus dem Obigen geht hervor, dass die angewandten Methoden zur 
Bestimmung von Lignin und Zellulose mit gewissen Fehlerquellen behaf- 
tet sind. Die Ausbeute sowohl an Lignin als an Zellulose ist nämlich etwas 
geringer als der wirkliche Gehalt des Pflanzenmaterials an diesen Stoffen, 
und bei der Bestimmung von Lignin ist eine gewisse Mitbestimmung von 
Eiweißstoffen unvermeidbar. Der letztgenannte Fehler wächst natürlich 
mit dem Eiweissgehalt des Materials. 

Andererseits ist hervorzuheben, dass von den Methoden zur Lignin- 
bestimmung die von HOLMBERG diejenige sein dürfte, mit der man das 
Lignin in am wenigsten denaturiertem Zustand erhält. Deshalb ist sie den 
Methoden vorzuziehen, nach denen das Lignin als der in konzentrierten 
Säuren unlösliche Teil der Pflanzensubstanz bestimmt wird (KLASON 1908, 
WILLSTATTER & ZECHMEISTER 1913, SCHWALBE 1925). 

Das hier angewandte Verfahren ist ausserdem gut reproduzierbar, ge- 
stattet Bestimmung von Lignin und Zellulose in ein und derselben Probe 
und ist nicht allzu zeitraubend. Seine Anwendung bei Untersuchungen, 
die in erster Linie einen Vergleich des Lignin- und Zellulosegehalts ver- 
schiedenen Pflanzenmaterials bezwecken, dürfte deshalb als berechtigt an- 
gesehen werden können. 

Furfurolliefernde Substanzen (,,Pentosane‘‘) wurden nach der Methode 
von KULLGREN & Түрём bestimmt (KULLGREN & TyDEN 1929; siehe auch 
BeEwnersson 1936 a). Das Verfahren gründet sich auf denselben Umstand 
wie die von Torrens und seinen Mitarbeitern ausgearbeitete Methode zur 
Bestimmung von Pentosanen und Pentosen, dass diese nämlich bei Er- 
hitzung mit HCl Furfurol bilden, welches zusammen mit Wasser- und 
Salzsäuredämpfen hinüberdestilliert. Nach KULLGREN & Typ&n wird die 
Probe mit 13,15 %iger HCl gekocht, die mit NaCl gesättigt wird. Diese 
Lösung kocht mit konstanter Zusammensetzung und bei konstanter Tem- 
peratur. Während der Destillation wird die überdestillierte HCl sukzes- 
siv ersetzt. Das Furfurol wird durch Titrieren mit Bromat bestimmt. Bei 
Berechnung des Gehalts an furfurolliefernden Substanzen wird ein Um- 
rechnungsfaktor benutzt, der unter der Annahme abgeleitet wurde, dass 
diese Substanzen zur Hälfte aus Araban und zur Hälfte aus Xylan beste- 
hen. 

In Pflanzensubstanz kommen mehrere Bestandteile vor, die bei Er- 
hitzen mit HCl Furfurol bilden. Unter diesen sind die Hemizellulosen 
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quantitativ am wichtigsten. Während man früher mit ScHuLze (Litera- 
turangaben bei CZAPEK 1913) annahm, dass die inkrustierenden Hemi- 
zellulosen bloss aus Pentose- und Hexoseeinheiten aufgebaut seien, hat 
man neuerdings gefunden, dass sie ausserdem fast ausnahmslos Uron- 
säureeinheiten enthalten (O’DwyEr 1926, Norman 1929). Wenn die 
Pflanzensubstanz mit HCl erhitzt wird, werden die Hemizellulosen hydro- 
lysiert, und sowohl die Pentosen als die Uronsäuren bilden Furfurol. Die 
Hexosen liefern gleichzeitig eine gewisse Menge Oxymethylfurfurol. (Im 
Destillat dürfte man nach KULLGREN & TypEn eine Menge Oxymethyl- 
furfurol bekommen, welche 1—2 % der Hexosenmenge entspricht.) Auch 
von den Pektinsubstanzen, welche sowohl Pentose- als Uronsäureein- 
heiten enthalten, werden gewisse Mengen Furfurol gebildet (EHRLICH 
1927). Die natürliche Zellulose enthält schliesslich eine Fraktion Poly- 
saccharide, die sich von der eigentlichen Zellulose unter anderm dadurch 
unterscheidet, dass sie von ziemlich verdünnten Säuren hydrolysiert wird. 
Bei den meisten Pflanzen besteht diese Fraktion hauptsächlich aus Xylan, 
das bei Erhitzen mit HCl Furfurol liefert (Norman 1937). 


Die Stoffe, welche bei Erhitzung von Pflanzensubstanz mit HCl Fur- 
furol bilden, sind also nur zu einem Teil eigentliche Pentosane. Die Fur- 
furolmengen, die von jeder einzelnen der soeben erwähnten Stoffgruppen 
stammen, voneinander zu unterscheiden, schien mir indes nicht im Rah- 
men dieser Untersuchung zu liegen. Für diesen Zweck wäre ein Analy- 
senverfahren notwendig gewesen, welches bedeutend umfassender gewe- 
sen wäre als die hier angewandte Methode (Norman 1929). 

Der Uronsäuregehalt des Materials hat zur Folge, dass man bei Be- 
nutzung von KULLGRENS & Typins Umrechnungsfaktor etwas zu niedrige 
Werte für die Gewichtsmenge der furfurolliefernden Substanzen bekommt. 
Auch im übrigen ist diese Analysenmethode mit gewissen Mängeln be- 
haftet, was indes in gleich hohem Grade für alle andern Methoden zur Be- 
stimmung furfurolliefernder Substanzen gelten dürfte (vgl. Norman 1937, 
JAYME & SARTEN 1941). 

Brnetsson (1936 b) fand, dass ein gewisser Gehalt der Probe an Ni- 
trat- oder Nitritstickstoff zur Folge haben kann, dass man zu niedrige 
Werte bei ,,Pentosanbestimmungen nach KULLGREN & Түрём erhält. 
Ein Nitratstickstoffgehalt von 1 9%, hat jedoch keinen störenden Einfluss 
auf die Analyse. 

Bestimmungen von Nitrat- und Nitritstickstoff in den von mir be- 
nutzten Streuarten ergaben folgendes Resultat (die Bestimmungen er- 
folgten nach Brnetssons Modifikation der Rothamsted-Methode, siehe 
Benetsson 1932, S. 9): 
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Kiefernnadeln 0,03 9/5 


Buchenlaub 0,15 Bloe 
Espenlaub 0,02 9/00 
Stroh 0,23 90. 


Die Menge Nitrat- und Nitritstickstoff war also so gering, dass sie die 
Bestimmungen furfurolliefernder Substanzen nicht beeinflusst haben kann. 

Für jede der unzersetzten Streuarten wurde die Menge furfurolliefern- 
der Substanzen in drei Proben bestimmt und dann der Mittelwert fiir 
diese Bestimmungen berechnet. 

Der Gehalt der unzersetzten Streuarten an Lignin, Zellulose, furfurol- 
liefernden Substanzen und Asche, berechnet an wasserfreiem Material, er- 
gibt sich aus Tab. 8. 


Tabelle 8. 


Gehalt der unzersetzten Streuarten an Lignin, Zellulose, furfurolliefernden 
Substanzen und Asche. 


nn Lignin Furfurol- 
| Zellulose liefernde Asche 
Streuart als | Thioglykol- S % | 
Š A % Substanzen 
L.-Th. säurefreies L. % | 
% | % © 
| | 
|Kiefernnadeln . .| 93,48 | 20,38 | 27,39 8,49 2,37 
| Buchenlaub . . 25,67 | 22,59 | 16,63 17,55 8,28 | 
| Espenlaub. . . . | 2149 19,88 | 13,тв 16,63 8,92 | 
|Stroh. . sas 13,93 12,63 | 26,10 23,84 10,98 | 
Tabelle 9. 


Lignin- und Zellulosegehalt von Kiefernnadeln und Buchenlaub nach 
verschiedenen Verfassern. 


| Streuart ыша рни | Methoden der Bestimmung Verfasser 

| | 

| Жебгишайета S 46,95 | 37,42 URBAN bzw. SCHMIDT FALCK 1930 

| » 20,4! 27,з\ WILLSTATTER & ZECHM. | 
bzw. Cross & BEVAN GROSSKOPF 1935 

бизе ZE 48,28 29,97 Siehe oben FALCK 1930 

| » 19,88! | 12,11! | Siehe oben GROSSKOPF 1935 | 

| » 22,0 15,85 KÖNIG HELBIG & Јоха 1929 


1 Die Werte 


wurden auf die totale Trockensubstanz umgerechnet. 
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Bei früheren Untersuchungen über die Streuzersetzung hat man, wie 
hier, oft Nadeln von Pinus silvestris und Laub von Fagus silvatica ver- 
wendet und im Zusammenhang damit analysiert. Tab. 9 gibt einige der 
Literatur entnommene Lignin- und Zellulosewerte für diese Streuarten 
wieder. Wenn auch das Material der einzelnen Forscher gewisse Verschie- 
denheiten aufgewiesen haben dürfte, geht doch aus dieser Zusammenstel- 
lung deutlich hervor, dass ungleiche Analysenmethoden ganz verschiedene 
Resultate ergeben können. FALcks auffallend hohe Lignin- und Zellulose- 
werte dürften sich nicht anders erklären lassen, als dass die Lignin- und 
Zellulosepräparate, die er bei den Analysen erhielt, stark verunreinigt 
waren. 

Die von Pilzen zersetzte Streu wurde nach folgendem Plan analysiert: 

An dem Material jeder Reihe wurden vier Lignin- und Zellulosebe- 
stimmungen gemacht, davon zwei ап ca. 500 mg und zwei an ca. 1 000 
mg eingewogener Probe. Für Korrektion der Lignin-Thioglykolsäure- 
werte wurden die für das betreffende Kontrollmaterial gefundenen Kor- 
rektionswerte benutzt. 

Furfurolliefernde Substanzen wurden in zwei Parallelproben jeder 
Reihe bestimmt. 

Der Gehalt der zersetzten Streuproben an Lignin, Zellulose und fur- 
furolliefernden Substanzen sowie der prozentuale Abbau dieser Bestand- 
teile in den einzelnen Reihen ergibt sich aus Tab. 12. 


C. Der Einfluss der Pilzmyzelien auf die Analysenresultate. 


Der Inhalt der Versuchskolben bestand nach Beendigung des Ver- 
suchs aus verschieden stark zersetzter Streu sowie einer gewissen Menge 
Pilzmyzelien. Da es natürlich unmöglich war, das Myzel von der Streu 
zu trennen, war es notwendig, die beiden Produkte bei den Analysen zu- 
sammen zu behandeln. Deshalb war es wünschenswert, soweit wie möglich 
festzustellen, inwieweit die Myzelsubstanz die Resultate der Bestimmungen 
von Lignin, Zellulose und furfurolliefernden Substanzen beeinflusste. Von 
zwei Marasmius-Arten, M. graminum und M. perforans, wurden darum 
grössere Myzelmengen durch Kultur in synthetischen Nährlösungen ge- 
züchtet. Nachdem die Myzelien gewaschen, getrocknet und gemahlen 
worden waren, wurde der Wassergehalt der Myzelsubstanz sowie ihr Ge- 
halt an Lignin, Zellulose und furfurolliefernden Substanzen bestimmt. 
Die Mittelwerte der mit Rücksicht auf den Wassergehalt korrigierten 
Analysenresultate ergeben sich aus Tab. 10. 

Nach HoLMmBERG (1934) lieferten Fruchtkörper von Cantharellus ci- 
barius und nach Веметѕѕох (1938) Myzelien gewisser Schimmelpilze bei 
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Tabelle 10. 


Gehalt des Myzels von Marasmius graminum und M. perforans an als 
Lignin reagierenden Stoffen (als „Lignin-Thioglykolsäure‘“), Zellulose und 
furfarolliefernden Substanzen. 


EES 5 | Furfurol- 

Lignin Thio: | Zellulose liefernde 

Myzel glykolsäure % | Substanzen 

% | D 
| | | 6 
| | 

М. graminum . | 9,50 | 0,36 | 6,37 | 
| М. perforans. . 7,81 | 0,64 | 4,40 | 


Behandlung mit Thioglykolsäure Produkte, die Lignin-Thioglykolsäure 
entsprachen. Diese Produkte waren indes stickstoffhaltig und dürften 
nach den genannten Autoren Kondensationsprodukte oder Mischungen 
von Proteinen und Thioglykolsäure gewesen sein. 

Auch die Myzelien der beiden Marasmius-Arten gaben mit Thiogly- 
kolsäure eine gewisse Menge „Lignin-Thioglykolsäure“. Infolge der An- 
wesenheit der Myzelien wurden deshalb wahrscheinlich im Vergleich mit 
den Kontrollen etwas zu hohe Lignin-Thioglykolsäurewerte für die zer- 
setzten Proben erhalten. Indes ist zu bemerken, dass die ,,Lignin-Thiogly- 
kolsäure‘‘, die ich bei Analyse der Pilzmyzelien bekam, käseartige Kon- 
sistenz und helle Farbe hatte, während die unzersetzte Streu ein sprödes, 
schokoladenbraunes Produkt lieferte. Die zersetzten Streuproben gaben 
eine Lignin-Thioglykolsäure, die in Konsistenz und Farbe ganz mit 
der letzteren übereinstimmte. Deshalb ist es wahrscheinlich, dass die 
von Myzelsubstanz gebildete ‚„Lignin-Thioglykolsäure‘‘ nur einen geringen 
Teil der Lignin-Thioglykolsäure ausmachte, die bei den Analysen der 
zersetzten Streuproben bestimmt wurde. 

Der Zellulosegehalt der Myzelien war äusserst gering. Die Myzelsub- 
stanz kann also die Zellulosewerte für die zersetzten Streuproben nicht 
nennenswert beeinflusst haben. Endlich enthielten die Myzelien eine ge- 
wisse Menge furfurolliefernder Substanzen. Dass solche Substanzen in 
Pilzen vorkommen, ist früher u.a. von REGE (1927) konstatiert worden, 
welcher fand, dass Fruchtkörper von Coprinus 7,82%, „Pentosane‘‘ ent- 
hielten. Infolge der Anwesenheit der Myzelien wurden deshalb auch für 
die furfurolliefernden Substanzen etwas zu hohe Werte erhalten. 


D. Ergebnisse. 


Die durch die Pilze verursachte totale Abnahme der Trockensubstanz 
ist aus Tab. 11 ersichtlich, welche die Gewichtsziffern für die in den ver- 
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Tabelle 11. 


Gewichtsabnahme der Streuarten durch den Einfluss der verschiedenen Pilze. 


SS 


Einge- | Was Rest der Trockensubstanz je 
wogene suche. Kolben am Ende des Versuches| Zer- 
Trocken? Versuchsobjekt Keen End-pH Deier R 
Шш ш їп Gu EE | айнышы 
PAA Tagen Primärwerte in g | werte, g % 
Kiefern- | М. androsaceus . .| 226 8,8 | 3,46 | 3,42 | 3,45 | 3,34 ERD 26,3 
Vasen М. chordalis . . .| 228 | 4л |402 407 4061402 An | 12,7 
pH 3,9 | М. fulvobulbillosus | 229 4,0 |3,84 | 3,62 | 3,77 | 3,68 | 3,78 19,6 
| M. perforans. . .| 219 | 3,6 | 3,88| 3,28 |3,82/3,87| 331 28,6 | 
М. peronatus. . .| 229 8л | 3,88 |3,24 13,28 3,84) 3,81 | 28,6 
М. putillus. . . . | 223 3,6 | 3,16 | 3,10 | 3,04 | 3,01 3,08 33,6 
| M. rotula . . . .| 229 | 4,7 | 3,92 | 3,87 | 3,90 | 3,83 3,88 16,3 
| M. scorodonius . . 290 4,3 | 3,22 | 3,28 | 2,92 | 3,02| 3,11 32,8 | 
Buchen- |M. alliaceus . . .| 218 | 5,3 | 2,21| 2,34 | 2,25 218| 2,23 81,8 | 
er | M. foetidus.... 218 | 44 | 2,81| 2,12/ 2,81 | 2,24 | 2,25 51,1 
pH 4,9 |M. putillu.... 178 3,6 | 3,06| 3,06 | 2,93 | 3,06 | 3,08 33,9 
| М. ramealis . . . 218 | 4,4 | 2,85] 2,50) 2,25| 2,19] 2,32 49,8 
М. scorodonius . .| 171 43 | 3,17 | 3,02 | 2,87 | 2,74 2,95 35,7 | 
| Espenlaub | М. epiphyllus. . . 220 | 5,4 | 3,28 3,85 | 3,41 | 3,58) 3,38 26,0 | 
4,57 g pH 5,5 | | | 
вон 208 М. graminum. . . 218 5,0 | 3.65 3,60 | 3,59 3,66 3,63 21,1 
рле | М. oreades. . . .| 219 | 6,6 |2,08|210|]2,13|2,07| 2,10 54,4 


schiedenen Reihen eingewogenen und die nach Beendigung des Versuchs 
in den Kolben zurückgebliebenen Trockensubstanzmengen enthält. 

Die Ursache der in jeder Reihe vorhandenen Variation dürfte in erster 
Linie gewesen sein, dass eine gewisse Ungleichmässigkeit in der Zusam- 
mensetzung des benutzten Streumaterials nicht zu vermeiden war. 

Von der zurückgebliebenen Trockensubstanz bestand, wie früher be- 
merkt wurde, ein gewisser Teil aus Pilzmyzelien. Der totale Abbau des 
Streumaterials war also in Wirklichkeit etwas grösser, als die Ziffern in 
Tab. 11 angeben. Die berechnete prozentuale Abnahme der totalen Trok- 
kensubstanz kann indes als ein relativer Ausdruck der Intensität betrach- 
tet werden, mit der die verschiedenen Pilze die Streu angriffen. 

Tab. 11 enthält auch die pH-Werte, die vor und nach dem Versuch 
für die einzelnen Reihen erhalten wurden. Die pH-Verschiebungen wäh- 
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Tabelle 12. 


Zersetzung des Lignins, der Zellulose und der furfurolliefernden Substanzen durch 
den Einfluss der verschiedenen Pilze. 


| 
Eiai Furfurolliefernde 
Lignin Zellulose Sihstanzen 
Gehalt an 
| Lignin- | Р furf.-lie- 
Streuart Meranchs: gehalt (als) Zelluloges fernden 
objekt 'L.-Th.)der) zersetzt gehalt der zersetzt Sub- zersetzt 
[ён Дер 8 D с [zersetzten| ` Ki | stanzen der ; % 
& e Streuarten : 
|Streuarten | % zersetzten 
| % М Streuarten 
% 
Kiefern- | M.androsaceus 16,5 48,1 29,6 20,5 6,1 47,1 
nadeln М. chordalis . 26,6 1,2 27,8 | 12,8 7,7 20,4 
М. fulvobulb. | 20,6 29,4 27,5 19,3 6,5 38,2 
М. perforans 21,9 | 83,3 | 25,0 34,7 6,0 49,7 
M. peronatus 15,8 52,0 | 32,2 16,1 5,5 53,5 
М. putillus. . 14,6 58,6 34,1 17,5 5,4 58,0 
М. rotula . .| 21,9 21,8 28,7 12,4 7,3 28,0 
M. scorodonius 14,4 58,6 26,3 35,6 6,4 49,7 
Buchen- | М. alliaceus . 14,6 72,4 5,2 84,9 12,0 66,8 
EH М. foetidus .| 17,2 67,1 4,5 86,6 9,7 73,0 
M. putillus . 12,5 67,7 20,2 19,7 127 52,2 
Р | 
M. ramealis . 15,5 69,4 4,9 84,9 11,7 662 | 
M. scorodonius| 17,2 | 56,9 8,5 67,2 14,4 47,5 
Espenlaub| M. epiphyllus 24,4 16,3 4,4 76,6 10,2 54,6 
Stroh М. graminum 12,4 30,1 16,3 50,6 15,1 49,0 
M. oreades . 11,5 62,5 5,0 91,8 8,8 82,8 


rend des Versuchs waren im allgemeinen nicht besonders gross. Eine 
durchgehende Tendenz der Pilze, die Reaktion in saurer oder alkalischer 
Richtung zu ändern, bestand nicht. 

Aus Tab. 12 geht hervor, dass sämtliche untersuchte Maras- 
mius- Arten, möglicherweise mit Ausnahme von M. chorda- 
lis, Lignin zersetzten. Bei dem Zersetzungsversuch mit M. chorda- 
lis war die Abnahme des Lignins so unbedeutend, dass die Fähigkeit der 
Art, Lignin zu zersetzen, nicht als sicher bewiesen angesehen werden kann. 
Zellulose und furfurolliefernde Substanzen wurden von allen 
Arten zersetzt. 


3— 43761 Symb. Bot. Ups. VIII: 2 
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Der Abbau der furfurolliefernden Substanzen war in sämtlichen Rei- 
hen beträchtlich. Dass diese Substanzen zu den Bestandteilen der Streu 
gehören, die am leichtesten von den Mikroorganismen angegriffen werden, 
ist bereits früher von KLEBERG (1927), REGE (1927) und Waxsman E 
TENNEY (1927, 1928) konstatiert worden. Einen Zusammenhang zwischen 
der Abnahme dieser Substanzen und dem Lignin- oder Zelluloseabbau 
habe ich nicht feststellen können (vgl. Отто 1916). 

Von grösstem Interesse ist die von den Pilzen bewirkte Zersetzung von 
Lignin und Zellulose. Neben den Ziffern in Tab. 12, welche zeigen, wie 
die verschiedenen Arten diese Stoffe zersetzten, verdienen die numeri- 
schen Ausdrücke für das Verhältnis zwischen der Lignin- und der Zellu- 
losezersetzung, die in Tab. 13 zusammengestellt sind, besondere Beach- 
tung. Dieser Quotient ist ein Ausdruck für die Spezialisierung der Pilze 
zu Zersetzung der einen oder der andern der beiden Zellwandsubstanzen. 
Die Zahlenwerte desselben dürfen jedoch nicht als unter allen Umständen 
für die betreffenden Arten charakteristische Konstanten aufgefasst wer- 
den. Aus Farcks (1930) und meinen eigenen Untersuchungen geht näm- 
lich hervor, dass der genannte Quotient innerhalb gewisser Grenzen von 
der Natur des Substrats abhängig ist (vgl. unten). Auch die Konkurrenz 
mit andern Organismen dürfte ihn beeinflussen. 

Von den auf Kiefernnadeln gezüchteten Arten verursachten M. an- 
drosaceus, M. perforans, M. peronatus, M. putillus und M. scorodonius eine 
totale Abnahme der Trockensubstanz um 26—34 %, und diese Arten dürf- 
ten als intensive Streuzersetzer bezeichnet werden können. Von diesen 
Pilzen zersetzte М. perforans 33% und die übrigen Arten 48—59 % des 
Lignins. М. perforans und М. scorodonius zersetzten 35—36 % der Zel- 
lulose, während M. androsaceus, M. peronatus und M. putillus bloss 16— 
21 % desselben Stoffes abbauten. Die drei letztgenannten Arten kann man 
als Ligninspezialisten bezeichnen. Besonders gilt dies von M. putillus 
und M. peronatus, für die das Verhältnis zwischen der Lignin- und der 
Zellulosezersetzung 3,4 bzw. 3,2 war. Diese Arten reicherten die Zellulose 
im Material an. Für M. androsaceus betrug das Verhältnis zwischen der 
Lignin- und der Zellulosezersetzung 2,4, und auch diese Art bewirkte 
eine gewisse Anreicherung von Zellulose. M. scorodonius und in noch hö- 
herem Grade M. perforans unterschieden sich von diesen Arten durch ihre 
relativ intensive Zellulosezersetzung. Die erste Art verursachte neben 
M. putillus die grösste totale Zersetzung und den stärksten Abbau des 
Lignins. M. scorodonius zersetzte jedoch ungefähr doppelt so viel Zellu- 
lose wie M. putillus, und der Quotient der Lignin- und Zellulosezersetzung 
war deshalb bloss 1,7. M. perforans endlich zersetzte Lignin und Zellu- 
lose ungefähr gleich intensiv, und der Quotient war für diese Art 1,0. 
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Tabelle 13. 


zersetztes Lignin (%) der verschiedenen Pilze. 
zersetzte Zellulose (%) 


Übersicht über die Quotienten 


Streuart Versuchsobjekt | Quotient Streuart Versuchsobjekt (Quotient 
Kiefern- М. androsaceus . 2,4 Buchenlaub | М. alliaceus . . . 0,9 
Bees М. chordalis . . .| 0л М. foetidus. . . .| 08 

M. fulvobulbillosus 1,5 М. putillus. ... 3,4 

М. perforans. . . 1,0 М. ramealis . . . 0,8 

М. peronatus. . . 3,2 М. scorodonius. . 0,9 

М. putillus . . . 3,4 

М. зони...) 1,8 Espenlaub |M. epiphyllus. . . 0,2 

М. scorodonius . . Е] Stroh M. graminum . . 0,6 
М. oreades. . . . 0,7 


Einen bedeutend geringeren totalen Substanzverlust als die oben ег- 
wahnten Pilze bewirkten M. chordalis, M. fulvobulbillosus und M. rotula 
(13—20 %). Für М. fulvobulbillosus und М. rotula war das Verhältnis 
zwischen der Lignin- und der Zellulosezersetzung 1,5 bzw. 1,8. Wie oben 
bemerkt, kann dagegen M. chordalis nicht mit Sicherheit zu den Lignin- 
zersetzern gerechnet werden. Das Wachstum von M. chordalis war je- 
doch schwach, und die Zersetzung in der Reihe mit diesem Pilz war ge- 
ringer als in allen andern Reihen. Es ist deshalb möglich, dass Kiefern- 
nadeln ein ungeeignetes Substrat fiir diese Art waren, und es ist nicht 
ausgeschlossen, dass der Pilz Lignin angegriffen hätte, wenn ein anderes 
Substrat verwendet worden wäre 


1 BAVENDAMM (1928) fand, dass solche holzzersetzenden Pilze, welche sowohl Lignin als 
Zellulose abbauen, sich anders gegen Gerbstoffe verhalten als Pilze, die nur Zellulose an- 
greifen. Die ersteren bilden bei Züchtung auf Agarplatten, welche Tannin oder Gallussäure 
enthalten, einen schwarzbraunen Hof, d. h. eine dunkle, von oxydierendem Enzym hervor- 
gerufene Oxydationszone, während Pilze des letztgenannten Typus keinen solchen Hof 
bilden. DAVIDSON, CAMPBELL & BLAISDELL (1938) untersuchten eine sehr grosse Anzahl 
holzzersetzender Pilze und konnten im wesentlichen BAVENDAMMs Regel bestätigen. Auch 
RoBak (1942) fand, dass diese Regel weitgehende Geltung hat. 

Die Marasmius-Arten wurden von mir auf einem Substrat von folgender Zusammen- 
setzung gezüchtet: 


Glykose 5 g MgSO,.7H,O 0,5 g 
NH,Cl 0,5 g Malzextrakt 2,5 g 
KH,PO, 0,25 g Agar 15 g 
K,HPO, 0,25 g H,O (dest.) 1000 сет 


Hierzu wurde Gerbsäure („reinst“, D. A. В. 6, Schering-Kahlbaum) in der Konzentration 
von 0,05 % gesetzt. Sämtliche 14 Arten bildeten einen deutlichen Hof auf dem gerbsäure- 
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Bei den Zersetzungsversuchen mit Buchenlaub ergaben sich durchweg 
höhere Ziffern sowohl für die totale Trockensubstanzabnahme als für die 
Zersetzung der einzelnen Bestandteile. M. alliaceus, М. foetidus und М. 
ramealis zeigten hier weitgehende Übereinstimmung in Intensität und Art 
der Zersetzung. Ungefähr die Hälfte des Streumaterials wurde zersetzt 
(49—51%). Das Lignin nahm um 67—72 %, die Zellulose um 85—87 % 
ab. Das Verhältnis zwischen der Lignin- und der Zellulosezersetzung war 
bei diesen Arten 0,8—0,9. 

Auch М. scorodonius und der typische Nadelpilz M. putillus wurden 
auf Buchenlaub gezüchtet. Diese Reihen wurden indes nach etwas kürze- 
rer Zeit abgebrochen als die übrigen. Trotzdem war die totale Zersetzung 
des Buchenlaubes durch diese Arten (34 bzw. 36 %) ungefähr ebenso gross 
wie die totale Zersetzung von Nadeln durch dieselben Arten (34 bzw. 33 %). 
Auf Buchenlaub zersetzte М. putillus 68% Lignin und 20% Zellulose 
(entsprechende Ziffern in der Kiefernnadelreihe 59 bzw. 18%) und M. 
scorodonius 57 % Lignin und 67% Zellulose (Kiefernnadelreihe: 59 bzw. 
36 %). 

Berücksichtigt man, dass die Versuchszeit bei der Buchenlaubreihe 
11/, Monate kürzer war als bei der Kiefernnadelreihe, so kann man aus 
diesen Resultaten folgende Schlüsse ziehen: 

Es ist klar, dass die Kiefernnadeln dem Angriff der Pilze grösseren Wi- 
derstand leisteten als das Buchenlaub. 

M. scorodonius, welcher sowohl Zellulose als Lignin intensiv zersetzt, 
baute in der Buchenlaubreihe fast doppelt so viel Zellulose ab wie in der 
Kiefernnadelreihe. Das Verhältnis zwischen der Lignin- und der Zellulose- 
zersetzung war in der ersteren Reihe 0,9 und in der letzteren 1,7. Dies 
scheint darauf hinzudeuten, dass besonders die Buchenlaubzellulose leich- 
ter angreifbar war als die Kiefernnadelzellulose. 

Dass M. putillus ein extremer Ligninspezialist ist, wird durch diesen 
Versuch bestätigt. Das Verhältnis zwischen der Lignin- und der Zellulose- 
zersetzung war in den beiden Reihen ein und dasselbe, nämlich 3,4. Dies 
kann so gedeutet werden, dass der Pilz ein so schwacher Zellulosezersetzer 
ist, dass er, obgleich die Buchenlaubzellulose leichter angreifbar war als 
die Kiefernnadelzellulose, die erstere nicht in nennenswert höherem Grade 
ausnutzen konnte als die letztere. 

Es ist ja eine allgemeine Erfahrung, dass die Nadelstreu in der Natur 
langsamer vermodert als die Laubstreu. Nach mehreren Autoren (WOLLNY 
1897, Косн 1914, KLEBERG 1927 und Nemec 1927) soll der Gehalt der 


haltigen Substrat. Besonders zu beachten ist, dass sich M. chordalis also in dieser Be- 
ziehung ebenso verhielt wie die übrigen Arten. Dies spricht dafür, dass auch diese Art die 
Fähigkeit besitzt, wenigstens unter gewissen Umständen Lignin abzubauen. 
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Nadeln an Harzen und ätherischen Ölen hemmend auf die zersetzenden 
Organismen wirken. Die Zersetzungsgeschwindigkeit ist indes auch vom 
Gehalt der Streu an assimilierbarem Stickstoff abhängig (WAKSMAN 1927, 
WAKSMAN & TENNEY 1927, 1928), und dieser kann in Material von ver- 
schiedenen Standorten sehr verschieden hoch sein (HESSELMAN 1926). Da 
der Stickstoffaktor hier nicht untersucht wurde, lässt sich nichts weiter 
über die Ursache der grösseren Widerstandskraft der Nadeln sagen. 

M. epiphyllus, welcher auf Espenlaub gezüchtet wurde, bewirkte 
einen totalen Substanzverlust von 26%. Die Zellulosezersetzung (77 %) 
war äusserst kräftig und im Verhältnis zu der totalen Trockensubstanz- 
abnahme grösser als für irgendeine der übrigen Arten. Gleichzeitig war 
indes die Ligninzersetzung nicht grösser, als dass das Lignin etwas im Ma- 
terial angereichert wurde. 

Die auf Stroh gezüchteten Graspilze M. graminum und M. oreades 
verursachten einen totalen Substanzverlust von 21 bzw. 54%. Die von 
der letzteren Art herbeigeführte totale Substanzabnahme war die grösste 
in dieser Untersuchung. Die beiden Pilze zersetzten 30 bzw. 63% des 
Lignins und 51 bzw. 91% der Zellulose. Besonders M. oreades griff also 
die beiden Bestandteile sehr intensiv an. Der Quotient für die Lignin- 
und Zellulosezersetzung war für M. graminum 0,6 und für M. oreades 0,7. 

Es ist von Interesse, den Lignin- und Zelluloseabbau bei den Maras- 
mius-Arten und bei den holzzersetzenden Pilzen zu vergleichen. 

Vor allem durch В. Harries grundlegende Arbeiten aus den 70er Jah- 
ren des vorigen Jahrhunderts sind die wesentlichen Unterschiede zwischen 
den beiden Haupttypen der Holzzersetzung durch Pilze, der Braunfäule 
und der Weissfäule, klargestellt worden. Auf Grund der Resultate Har- 
TIGS und anderer Forscher nahm man allmählich allgemein an, dass Braun- 
fäule mit Zellulosezersetzung und Weissfäule mit Ligninzersetzung zu iden- 
tifizieren sei (Literaturangaben bei BAvEnDAmMm 1936). FALcks und 
CAMPBELLS Untersuchungen (FALCK 1926, FALCK & НААС 1927, CAMP- 
BELL 1932 а, b) haben indes ergeben, dass ligninzersetzende Pilze immer 
in grösserem oder geringerem Umfang auch Zellulose angreifen. 

CAMPBELL, der unter Weissfäule erzeugenden Pilzen alle ligninzerset- 
zenden Holzpilze versteht, fand, dass diese- hinsichtlich der relativen In- 
tensität der Lignin- und Zellulosezersetzung sehr verschiedene Typen um- 
fassen, die sich in drei Gruppen einteilen lassen (CAMPBELL 1932 a): Zu der 
ersten Gruppe gehören solche Pilze, die im früheren Stadium des Zerset- 
zungsprozesses hauptsächlich Lignin angreifen, zu der zweiten solche, die 
in dem entsprechenden Stadium vor allem Zellulose zersetzen, und zur 
dritten endlich solche, welche diese beiden Bestandteile gleichzeitig an- 
greifen. 
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Bei der oben vorgenommenen Priifung der in den Tabellen 11 und 12 
zusammengestellten Versuchsresultate fanden wir, dass auch die Maras- 
mius-Arten hinsichtlich der relativen Intensität der Lignin- und Zellulose- 
zersetzung verschiedene Typen umfassen. Diese Arten in CAMPBELLS drei 
Gruppen von Weissfäule erzeugenden Pilzen einzuordnen, ist vielleicht 
schwierig, da die Zersetzung in meinen Versuchen bei mehreren Pilzen 
ohne Zweifel weiter fortgeschritten ist, als CAMPBELLS ,,friiherem Sta- 
dium‘‘ (early stages) des Zersetzungsprozesses entspricht. Mit Ausnahme 
von M. chordalis scheinen indes alle untersuchten Arten die grösste Über- 
einstimmung mit CAMPBELLS dritter Gruppe von Weissfäule erzeugenden 
Pilzen aufzuweisen, welche diejenigen enthält, die von Anfang an sowohl 
Lignin als Zellulose angreifen, wenn auch in wechselnden Proportionen. 
Vielleicht nähert sich jedoch M. epiphyllus CAMPBELLS zweiter Gruppe, 
deren Mitglieder dadurch charakterisiert sind, dass die Ligninzersetzung 
erst allmählich eintritt, so dass anfangs eine gewisse Anreicherung von 
Lignin stattfindet. 


Endlich will ich etwas auf die wichtige Frage eingehen, inwieweit die 
erhaltenen Resultate Schlussfolgerungen hinsichtlich der Bedeutung der 
Marasmius-Arten für die Stoffumwandlung im Waldboden gestatten, 
obgleich sich diesbezügliche Schlüsse nur mit grösster Vorsicht ziehen 
lassen. 

Ein Teil dieser Arten, z. B. M. androsaceus, M. perforans, M. pero- 
natus und M. scorodonius, gehören zu den allgemeinsten Hutpilzen unserer 
Nadelwälder, wo sie besonders reichlich auf angehäufter Nadelstreu auf- 
treten. In Laubwäldern sind z. В. M.alliaceus, М. epiphyllus, М. pero- 
natus, M.ramealis und M. scorodonius sehr gewöhnlich. Darf man über- 
haupt annehmen, dass eine reichliche Fruchtkörperbildung einer grossen 
Menge vegetativem Myzel entspricht, so dürfte man damit rechnen kön- 
nen, dass Myzelien der Marasmius-Arten reichlich im Waldboden vorkom- 
men. 

Aus den Versuchen ist hervorgegangen, dass diese Pilze, wenn sie ein 
Streumaterial durchwachsen, in der Regel das Lignin und die Zellulose in 
demselben stark zersetzen. Die Bedingungen in der Natur sind indes in 
vielen Beziehungen sehr verschieden von denen, die bei einem unter kon- 
trollierten Verhältnissen ausgeführten Experiment herrschen. 

Zuerst ist darauf hinzuweisen, dass die streuzersetzenden Hutpilze in 
der Natur der Konkurrenz rasch wachsender Bakterien und niedriger 
Pilze ausgesetzt sind, die sich vor allem auf den weniger widerstandsfähigen 
Komponenten des Streumaterials entwickeln, d.h. den wasserlöslichen 
organischen Stoffen, den Hemizellulosen usw. Deshalb ist es wahrschein- 
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lich, dass sie unter diesen Umständen einseitiger darauf angewiesen sind, 
ihren Energiebedarf dadurch zu decken, dass sie die widerstandsfähigeren 
Bestandteile der Streu angreifen (vgl. WARSMAN 1931). 

Andererseits dürften die Temperatur- und Feuchtigkeitsverhältnisse 
in der Natur durchschnittlich in unserem Klima nicht so günstig sein wie 
bei den genannten Versuchen, und der gesamte Abbau durch die Pilze dürfte 
infolgedessen unter natürlichen Bedingungen etwas weniger intensiv sein. 

Auch wenn der Lignin- und Zelluloseabbau in der Natur infolge des 
Einflusses gewisser Faktoren, wie Temperatur- und Feuchtigkeitsverhält- 
nisse, etwas weniger intensiv sein sollte als bei den von mir ausgeführten 
Versuchen, muss man es doch wegen des allgemeinen Vorkommens der 
Marasmius-Arten für äusserst wahrscheinlich halten, dass diese eine quan- 
titativ wichtige Rolle beim Abbau des Lignins und der Zellulose spielen. 
Besonders bedeutsam ist hier die von den Pilzen bewirkte Ligninzersetzung. 
Das Lignin ist nämlich einer der wichtigsten der Stoffe, welche zur Bildung 
der schwer zersetzbaren Humusstoffe führen (WAKSMAN 1936; hier auch 
zahlreiche Literaturhinweise). Durch Abbau des Lignins der Streu wirken 
daher die Marasmius-Arten der Entstehung solcher Stoffe entgegen. Wie 
oben bemerkt, waren bisher nur wenige Bodenorganismen als Ligninzersetzer 
bekannt. 

Bevor man eine vollständigere Kenntnis von dem Vermögen der ver- 
schiedenen Bodenorganismen zur Ligninzersetzung gewonnen hat, dürfte 
es nicht möglich sein zu entscheiden, inwieweit die Ligninzersetzung und 
die Humusbildung in verschiedenen Pflanzengesellschaften durch die An- 
zahl vorkommender ligninzersetzender Arten bedingt ist. FALCKS An- 
nahme, dass die Nadelwälder arm an ligninzersetzenden Pilzarten seien 
und dass dies die Ursache der in diesen Wäldern gewöhnlichen Rohhu- 
musbildung sei (FaLcK 1930), wird einstweilen nicht durch experimentelle 
Tatsachen gestützt und bis zu gewissem Grade durch die oben mitgeteil- 
ten Resultate widerlegt. Aus diesen geht indes hervor, dass man bei Be- 
urteilung der Bodenprozesse damit rechnen muss, dass verschiedene Streu- 
arten dem Angriff von Zersetzungsorganismen verschieden starken Wi- 
derstand leisten, was früher ausser von FALck (l. с.) auch von WAKSMAN 
& TENNEY (1928) sowie MELIN (1930) u.a. konstatiert worden ist. 


III. Experimentelle Untersuchungen über die 
Bedingungen für das Wachstum der Marasmius-Arten 
in synthetischen Nährlösungen. 


A. Methodik. 


Bei sämtlichen Versuchen wurden Erlenmeyerkolben aus Jenaer Geräte- 
glas 20 mit einem Volumen von 100 cem verwendet. Die Kolben wurden 
vor jedem Versuch mit Bichromatschwefelsäure behandelt (höchstens eine 
Stunde). Hierauf wurden sie gespült und blieben 24 Stunden mit Leitungs- 
wasser gefüllt stehen, worauf sie mit destilliertem Wasser gespült wurden. 
In gewissen Fällen wurden die Kolben schliesslich mit strömendem Wasser- 
dampf behandelt. Jeder Kolben enthielt bei sämtlichen Versuchen anfangs 
20 ccm Nährlösung. Als Pfropfen diente chemisch reine Baumwolle. 

In der Regel wurde Wasser verwendet, das einmal in einer elektrisch 
erhitzten Apparatur mit verzinntem Kessel und Kühler destilliert worden 
war. In gewissen Fällen wurde dieses Wasser weiterhin durch Umdestil- 
lieren in einem Destillationsapparat nach RAMBERG (1932, S.133) mit 
elektrisch erhitztem, verzinntem Kessel und Kühlrohr aus Quarz gereinist. 
Das so erhaltene Wasser wird im folgenden als ‘zweimal destilliertes Wasser’ 
bezeichnet. Um Wasser mit noch geringerem Gehalt an Metallen herzu- 
stellen, destillierte ich in gewissen Fällen das zweimal destillierte Wasser 
nochmals in einem Destillationsapparat nach RAMBERG (1932, S. 131) um, 
der aus Jenaer Geräteglas 20 angefertigt war, mit Ausnahme des Kühl- 
rohrs, das auch in diesem Fall aus Quarz bestand. Das so erhaltene Wasser 
wird im folgenden ‘dreimal destilliertes Wasser’ genannt. 

Bei der Zubereitung der Nährlösungen wurden in der Regel Schering- 
Kahlbaums Chemikalien verwendet, wenn möglich von der Qualität ‚pro 
analysi“. Das NH,-Tartrat wurde von der Firma Riedel & de Haen er- 
halten. Die verwendete Glykose war wasserfrei. Das Asparagin wurde in 
Form von Monohydrat benutzt. Folgende Wuchsstoffpräparate wurden 
benutzt: 

Aneurin (Vitamin B,) als Chlorid (Firma Merck), 

2-Methyl-4-amino-5-aminomethyl-pyrimidin als Chlorid (Firma Merck), 

4-Methyl-5-8-oxyäthyl-thiazol (Firma Merck), 

Meso-inosit (Schering-Kahlbaum), 

Biotin-methylester (hergestellt in Prof. Кӧсіѕ Laboratorium in Utrecht). 
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Wenn nichts anderes gesagt ist, wurden die Wuchsstoffpräparate den 
Nährlösungen vor dem Autoklavieren zugesetzt (vgl. S. 72). 

Die Lösungen wurden durch Autoklavieren bis zu einem Überdruck 
von 1,2 kg je дст sterilisiert. (Die Erhitzung wurde abgebrochen, sobald 
dieser Druck erreicht war.) Pipetten und Petrischalen wurden durch Er- 
hitzen im Thermostaten auf 150° C sterilisiert. 

Die pH-Bestimmungen erfolgten in der Regel mit einer Chinhydron- 
elektrode, wobei als Vergleichselektrode eine gesättigte Kalomelelektrode 
diente. 

Wenn das pH am Ende der Versuche für Reihen bestimmt wurde, die 
mehrere Kolben mit derselben Lösung umfassten, wurde die Bestimmung an 
der zusammengegossenen Flüssigkeit vorgenommen (vgl. FRIES 1938, S. 12). 

Über die Impfmethodik sei Folgendes bemerkt: Es ist ja von vorn- 
herein wahrscheinlich, dass Pilze, deren Myzelien in der Natur auf gut 
durchlüfteter Streu wachsen, in ihrem Wachstum stark von guter Sauer- 
stoffzufuhr abhängig sind. Orientierende Versuche ergaben auch, dass 
schwimmende Myzelien gewisser Marasmius-Arten um das Mehrfache 
rascher wuchsen als submerse Myzelien derselben Arten. Deshalb habe 
ich bei meinen experimentellen Untersuchungen die Nährlösungen durch- 
weg mit schwimmenden Myzelien geimpft (vgl. Rerrsma 1932, S. 470). 
Diese Impfmethode ist übrigens in mehreren vom hiesigen Botanischen 
Institut herausgegebenen Arbeiten angewandt worden (MELIN u. Mitarb. 
1939, 1940, 1941, 1942). Besonders eingehend ist die Wachstumsgeschwin- 
digkeit der höheren Pilze bei gutem und schlechtem Luftzutritt von MoDEss 
(1941) untersucht worden, welcher feststellte, dass die Myzelien mehrerer 
Arten bedeutend rascher wuchsen, wenn sie schwimmend, als wenn sie 
submers gezüchtet wurden. 

Die Impfung erfolgte, wenn nichts anderes angegeben ist, von Kul- 
turen der betreffenden Pilze auf Malzagar in Petrischalen. In gewissen 
Fällen wurde ,,synthetischer‘‘ Agar verwendet, dessen Zusammensetzung 
bei den betreffenden Versuchen beschrieben ist. Die Impfstücke wurden 
mit einem sterilen Skalpell aus der ca. 2 mm dicken Agarplatte ausge- 
schnitten und hatten eine Fläche von ungefähr 1,5 x 1,5 mm. 

Die Kulturen wurden bei 25° C aufbewahrt. 

Wenn die Versuchszeit mehr als zwei Monate betrug, wurden ungefähr 
jeden 50. Tag 10 ccm steriles destilliertes Wasser je Kolben als Ersatz für 
verdunstetes Wasser zugesetzt. 

Am Ende der Versuche wurden die Myzelien in destilliertes Wasser 
gelegt, danach mit Filtrierpapier abgesaugt und schliesslich in Wägefläsch- 
chen bei 100° getrocknet. Nach Abkühlung wurden die Myzelien direkt 
auf der Analysenwaage gewogen. 
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Die Werte des Myzeltrockengewichts sind Mittelwerte von gewöhn- 
lich 6, bisweilen 4 oder 8 Primärwerten. Hauptsächlich um dem Leser 
eine Vorstellung von der Streuung zu geben, habe ich in mehreren Fällen 
den mittleren Fehler des Mittelwerts angegeben, der berechnet ist nach 
der Formel: 


e =V 3(m— М) (У — 1). 


Zu Beginn meiner Untersuchungen benutzte ich ziemlich einfache Nähr- 
lösungen. Im Verlauf der Arbeit konnten diese indes ergänzt werden, so 
dass sie immer besser den Bedürfnissen der Pilze entsprachen. Zwecks 
Vermeidung von Wiederholungen gebe ich hier die Zusammensetzung 
zweier Nährlösungen an, die oft zur Anwendung kamen. Von diesen ist 
besonders Lösung B — eventuell nach Korrektion des pH, und für aneurin- 
bedürftige Arten mit 50 ү Aneurin je Liter ergänzt — meinen Erfahrungen 
nach eine gute Nährlösung für Pilze des physiologischen Typus, den die 
Marasmius-Arten repräsentieren. 


Nährlösung A: 


Сбн 2 anne 20 g 
МИ. Тата... кашанын seeds 5 р 
ЖИРО, 2... еа nn шаа кж lg 
МЕЗО TOGO ee 0,5 g 
FeCl,-Lösung (Fe-Konz. 1/500)... 0,5 cem 
ZnSO,-Lösung (Zn-Konz. 1/500).. 0,5 cem 
ES {Чең EE 1000 сет 
pH (nach Autoklavieren) .... 5,5 


Nährlösung В: 


DEE 28 меер een 20 g 
Тый NEE 5 g 
KEA PO gs еерее es EA Ae EES 1 g 
Mega, 850) „еее ааваа аа 0,5 g 
FeCl;-Lösung (Fe-Konz. 1/500)... 0,5 cem 
ZnSO ,-Lösung (Zn-Konz. 1/500).. 0,5 cem 
MnCl,-Lésung (0,1-mol.) ........ 0,5 cem 
CaCl,-Lösung (0,1-mol.).......... 5 ест 
ORT nes 995 ccm 
pH (nach Autoklavieren) .... 5,5 


B. Das Wachstum auf verschiedenen Kohlenstoff- und 
Stickstoffquellen. 


Zu Beginn meiner Untersuchungen fiihrte ich unter anderm gewisse 
vorbereitende Studien über die Fähigkeit der Pilze aus, synthetische Nähr- 
lösungen mit verschiedenen Kohlenstoffquellen zu assimilieren. Über diese 
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Versuche, bei denen den Nährlösungen auch Hefeextrakt zugesetzt wurde, 
will ich nicht näher berichten, sondern bloss erwähnen, dass sich unter 
den Kohlenhydraten Glykose, Saccharose, Maltose und Stärke als die bes- 
ten Kohlenstoffquellen erwiesen. Unter den käuflichen Präparaten dieser 
Kohlenhydrate dürfte das Glykosepräparat das reinste sein. Bei den fort- 
gesetzten Untersuchungen benutzte ich deshalb durchweg Glykose als 
Kohlenstoffquelle in meinen Nährlösungen. 

Die Fähigkeit der Mikroorganismen, freien und in verschiedener Weise 
gebundenen Stickstoff zu assimilieren, ist Gegenstand zahlreicher Unter- 
suchungen gewesen, und man hat verschiedene, meist stark schematische 
Einteilungen dieser Organismen nach ihrer Stickstoffassimilation vor- 
geschlagen (FISCHER 1903, S. 96, BENECKE 1907, S. 401, BENECKE & Jost 
1924, 5. 307, RoBBIns 1937). Die Untersuchungen über das Vermögen 
der Mikroorganismen zur Ausnutzung verschiedener Stickstoffquellen sind 
jedoch in vielen Fällen ausgeführt worden, ohne dass man gebührende 
Rücksicht auf ihren Bedarf an Wuchsstoffen oder ihre Abhängigkeit von 
der Wasserstoffionenkonzentration des Mediums nehmen konnte, und 
manche Resultate auf diesem Gebiet müssen deshalb als unsicher betrach- 
tet werden. 

Unter den Hymenomyzeten hat man besonders gewisse mykorrhiza- 
bildende und holzzersetzende Arten studiert. MELIN (1925) untersuchte 
Mykorrhizabildner bei Fichte und Kiefer. Die Pilze wurden in synthe- 
tischen Nährlösungen gezüchtet. Durch Zusatz von ,,Phosphatiden‘‘ von 
Samen wurde ihr Bedarf an organischen Wachstumsstoffen berücksichtigt. 
Ammoniumsalze konnten von sämtlichen, Nitrate dagegen nur von gewissen 
der untersuchten Pilze assimiliert werden. Gewisse Aminosäuren, Nuklein- 
säuren usw. waren gute Stickstoffquellen. HOLLÄNDER (1932) untersuchte 
Hymenomyzeten, die von Orchideenmykorrhizen isoliert worden waren. 
Auf Substraten mit hochmolekularen organischen Stickstoffverbindungen 
erzielte er gutes Wachstum, während die anorganischen Stickstoffsalze 
bedeutend schlechter ausgenutzt werden konnten (wahrscheinlich, weil 
die Pilze im letzteren Fall an Wuchsstoffmangel litten). 

Angaben über die Fähigkeit verschiedener holzzersetzender Hymeno- 
myzeten zur Ausnutzung verschiedener Arten von Stickstoffquellen fin- 
den sich unter anderm bei WoLPERT (1924), ReırsmA (1932) und ROBAK 
(1942). Diese Autoren fanden, dass sich die Pilze besser auf organischen 
Stickstoffverbindungen als auf anorganischen Stickstoffsalzen entwickelten. 
Eine wesentlich beitragende Ursache ihrer Resultate dürfte gewesen sein, 
dass die von ihnen verwendeten organischen Stickstoffverbindungen wuchs- 
stoffhaltig waren. 

Da die Kenntnis von den Forderungen der Pilze in bezug auf die Stick- 
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stoffquelle von grosser Bedeutung ist, wenn es sich darum handelt, möglichst 
optimale Nährlösungen zusammenzusetzen, widmete ich dieser Frage schon 
bei Beginn meiner Untersuchungen eine gewisse Aufmerksamkeit. Ich 
übergehe indes hier diese ersten orientierenden Versuche, die nur mit 
wenigen Arten angestellt wurden, und berichte statt dessen über einen mit 
sämtlichen Arten ausser Marasmius oreades ausgeführten Versuch, wobei 
eine Nährlösung verwendet wurde, bei deren Zusammensetzung grösst- 
mögliche Rücksicht auf den Bedarf der Pilze an Wuchsstoffen und anorga- 
nischen Salzen sowie auf ihre Abhängigkeit von der Wasserstoffionenkon- 
zentration genommen wurde. Als Stickstoffquellen dienten KNO,, NH,Cl 
und Asparagin. Diese Stoffe wurden in solchen Mengen zugesetzt, dass 
jede Lösung 0,28 g Stickstoff je Liter enthielt. 


Versuch 1. Das Wachstum der Pilze auf verschiedenen Stickstojfquellen (Tab. 14). 


Grundlösung: 
Blende bee ees owed 10 g CaSO, .2H;0.. 0,1 g 
BA РО ss Rn ssi нт 0,25 g MnSO,.4H,0.. 0,01 g 
REPO ee ee 0,25 g Aneurin........ 50 y 
MGSO WEE дез ée d An Ab 05 g BO. 244 1000 ecm 
FeCl,-Lésung (Fe-Konz. 1/500)... 0,5 ccm 
ZnSO,-Lésung (Zn-Konz. 1/500)... 0,5 cem 


Reihen: a) Kein Stickstoffzusatz. 
b) 2,02 g KNO, je Liter. 
с) 1,07 g МН,СІ je Liter. 
d) 1,50 g Asparagin je Liter. 

Für die säureempfindlicheren Arten (vgl. S. 108) wurde die oben beschriebene 
Grundlösung mit primärem + sekundärem Phosphat verwendet, für die weniger 
empfindlichen dieselbe Lösung nur mit primärem Phosphat, und zwar 0,5 g je Liter. 
Jedem der Kolben, die mit M. androsaceus geimpft werden sollten, wurden 10 my 
Biotin zugesetzt. 4 Parallelkolben. 

Das pH der Lösungen bei Beginn des Versuches war: 


1. (Prim. und sek. Phosphat) pH 6,3. 
2. (Nur prim. Phosphat) pH 4,4. 


Ohne Stickstoffzusatz war das Wachstum bei sämtlichen Arten ganz 
gering. Nitratstickstoff konnte nur von M. fulvobulbillosus assimiliert 
werden. Mit NH,Cl oder Asparagin als Stickstoffquelle zeigten dagegen 
sämtliche Arten mehr oder minder gutes Wachstum. 

Für mehrere Arten, besonders in der Gruppe 1, war Asparagin eine 
vorteilhaftere Stickstoffquelle als das Ammoniumsalz. Eine wichtige Ur- 
sache hiervon war sicher, dass das Wachstum in der Lösung mit dem Ammo- 
niumsalz eine erhebliche Steigerung der Wasserstoffionenkonzentration be- 
wirkte, während die pH-Verschiebung in der Asparaginreihe durchgehend 
geringer war. 
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Tabelle 14. 


Das Wachstum der Pilze auf verschiedenen Stickstoffquellen (Versuch 1). 


as 
3 8 Keln Виан | KNO, NH,Cl Asparagin 
Versuchsobjekt Уд —- === ech - = 
я = Ernte |End-) Ernte End- Ernte End- Ernte End- 
SCH mg pH mg pH mg pH mg pH 
| | | 
Gruppe 1. | 
M.alliaceus . . | 38 17+ 01 50 25+0з 49 9442,1 34 16,7+1,8 51 
| M.chordalis . .| 38 24+04| 56 19401 55 77+00 3,5 174+07 бл 
М. epiphyllus. .| 15 |20+0,з3| 63 23+05 6,2 114+04 37 31,7+1,6 4,9 
AM. fulvobulb.C.| 38 | 25+ 0,0) 52 78404 51 15,7 + 2,5. 32 ' 20,8 +1,2) 43 
M.graminum. . | 15 0,6 + 01| 62 0,5 + 0,0 63 308+10 35 127,5 +14 5,7 
M.ramealisC . | 17 155 01, 45 10 +02 51 94+ 1,6 3,7 8,4 +11 3,9 
| M.rotulaC . .| 15 11#01| 65 06+ 00 63 84+ 01 39 16,5 + 0,5 6,3 


Gruppe 2. 


M.androsaceusC| 18 1,5 + 03 37 1,0 + 0,4 37 108+02, 29 14,5 + 0,6 3,2 


М. foetidus A. . | 17 11+ 0,0 | 30 08 Ł 01 34 56+ 03, 2,7 6,6 + 0,3; 2,9 
М. perforans A . | 38 | 1,9 + 0,3 | 3,6 Lu + 0,1, 3,8 |21,2 13,5 + 0,8) 3,7 
М. peronatus A . | 18 03 + 0,0 | 3,8 |0,8 + 0,0 4,0 | 34+0,2| 3,5 4,3 + 0,3) 4,0 


HWH H 
© 
N 
о 


M. putillus. . . | 39 | 0,8 + 0,0 | 35 0,6 + 01 3,5 23,2 A. 2,5 5,6 + 0,3 4,3 
| М. scorodonius А | 17 | 2,0 + 0,2 | 3,9 1,9 + 0,9 41 13,3 + 03. 3,0 14,5 + 0,3) 3,8 


Anfangs-pH bei Gruppe 1: 6,3. 
4,4. 


Hi 


» » 


Dass die Wasserstoffionenkonzentration zunimmt, wenn ein Ammonium- 
salz einer starken Säure als N-Quelle dient, und dass dies darauf beruht, 
dass diese Säure in der Lösung angereichert wird, weil die NH,-Ionen vom 
Organismus rascher aufgenommen werden als die Anionen des Salzes, 
fanden bereits BUTKEWITSCH 1902 und Їїткїтїхзкү 1904. Dasselbe ist 
dann von verschiedenen anderen Forschern festgestellt worden. 

Auch im Zusammenhang mit dem Wachstum der Pilze in der Asparagin- 
reihe verschob sich indes das pH in den meisten Fällen in saurer Richtung. 
Die Ursache hiervon war vermutlich, dass die Pilze organische Säuren 
bildeten. Es ist von Interesse, zu konstatieren, dass grosse Unterschiede 
zwischen den einzelnen Arten in dieser Hinsicht bestanden. So wuchs 
M. rotula bei pH 6,3, ohne die Wasserstoffionenkonzentration zu verändern, 
und die von M. chordalis und M. graminum verursachte pH-Verschiebung 
war ganz unbedeutend. Unter den Pilzen von Gruppe 2 bewirkten M. 
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putillus und M. scorodonius die verhältnismässig geringste Reaktions- 
veränderung. Kräftige Säurebildner waren M. foetidus, M. androsaceus 
und M. ramealis. Die übrigen Arten nahmen eine Mittelstellung ein. 

Ein Versuch, bei dem sechs Marasmius-Arten auf verschiedenen orga- 
nischen Stickstoffquellen gezüchtet wurden, sei hier in aller Kürze erwähnt. 
Versuchsobjekte waren M. alliaceus, M. foetidus, M. graminum, M. ramealis, 
M. rotula und M. scorodonius. Als Stickstoffquellen dienten Glykokoll, 
«-Alanin, Leuzin, Asparagin, Harnstoff und Azetamid. 

Es zeigte sich, dass die organischen Verbindungen von sehr wechseln- 
dem Wert als Stickstoffquellen waren. Glykokoll konnte nicht als Stick- 
stoffquelle für M. ramealis und M. rotula dienen, ermöglichte aber gutes 
Wachstum für М. graminum. «-Alanin war eine ziemlich gute Stickstoff- 
quelle für sämtliche Arten. Leuzin war anwendbar als Stickstoffquelle, 
aber das Wachstum war durchgehend langsamer als in der Reihe mit 
«-Alanin. Asparagin und Harnstoff ermöglichten gutes Wachstum. Zu 
Azetamid endlich verhielten sich die untersuchten Arten sehr verschieden. 
M. rotula und M. scorodonius zeigten gutes Wachstum in Gegenwart dieses 
Stoffes, während M. graminum und M. ramealis ihn nicht als Stickstoff- 
quelle verwerten konnten. Es scheinen also grosse Unterschiede zwischen 
den einzelnen Arten hinsichtlich ihrer Fähigkeit zur Bildung der Enzyme 
zu bestehen, die für die Freimachung von Stickstoff aus verschiedenen 
Aminosäuren und Amiden erforderlich sind. 


С. Der Einfluss von Wuchsstoffen. 


Eine der wichtigsten Fragen, vor die ich mich bei Beginn meiner Unter- 
suchungen über die Bedingungen für das Wachstum der Marasmius-Arten 
in definierten synthetischen Nährlösungen gestellt sah, war: Können diese 
Pilze überhaupt eine synthetische Nährlösung assimilieren, die bloss Zucker 
und gewöhnliche Nährsalze enthält, oder fordern sie für ihr Wachstum auch 
einen Zusatz eines oder einiger hochaktiver organischer Stoffe? 

Der Bedarf der Mikroorganismen an hochaktiven organischen Stoffen 
oder Wuchsstoffen ist mit ständig zunehmender Intensität untersucht wor- 
den, seitdem WILDIERS (1901) entdeckt hatte, dass Hefepilze, um sich in 
einer synthetischen Nährlösung entwickeln zu können, einen Zusatz kleiner 
Mengen einer organischen Substanz brauchen, welche Wırvrers ‘Bios’ 
nannte. Wegen der Forschungsergebnisse über die Zusammensetzung des 
Bioskomplexes verweise ich auf die Übersichten, die v. Hasserr (1935), 
Fries (1938) und SCHOPFER (1939) gegeben haben. Hier sei nur daran 
erinnert, dass Bios, wie sich herausgestellt hat, aus mehreren Komponenten 
besteht, von denen bisher folgende identifiziert worden sind: Meso-inosit, 
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Biotin und Aneurin (Vitamin B,) sowie ß-Alanin, l-Leuzin und gewisse 
andere Aminosäuren. Im Jahre 1940 konnten Сүбксү und Mitarbeiter 
(Du VIGNnEAUD u. Mitarb. 1940, GyOrey u. Mitarb. 1940) nachweisen, dass 
Biotin höchstwahrscheinlich mit Vitamin H identisch ist. 

Der Bedarf eines oder mehrerer Wuchsstoffe ist kennzeichnend für Orga- 
nismen mit ganz verschiedener systematischer Stellung. Unter den Pilzen 
ist besonders oft ein Aneurinbedarf festgestellt worden. Der Pilz, bei dem 
zuerst konstatiert wurde, dass er zur Entwicklung in einer synthetischen 
Nährlösung Aneurin braucht, war die Mucorazee Phycomyces Blakesleeanus 
(SCHOPFER 1934 a, BURGEFF 1934), und diese Art ist dann bei zahlreichen 
Untersuchungen über die Wirkung des Aneurins verwendet worden. Eine 
besonders bedeutsame Arbeit auf diesem Gebiet ist von SCHOPFER und 
seinen Mitarbeitern geleistet worden. Schon 1935 wies SCHOPFER nach, 
dass die Myzelbildung bei Phycomyces Blakesleeanus in der Weise von der 
vorhandenen Menge Aneurin abhängig ist, dass eine gewisse Menge Aneurin 
bloss zur Bildung einer gewissen Menge Myzel reicht (ScHOPFER 1935 b). 
Das Aneurin wirkt m. а. W. quantitativ. Gewisse andere Ergebnisse von 
SCHOPFERS Untersuchungen werden weiter unten näher berührt werden. 

Unter den Hymenomyzeten wurden vor allem zwei ökologisch getrennte 
Gruppen auf ihren Aneurinbedarf hin untersucht: die holzzersetzenden 
Pilze und die Mykorrhizapilze. Fries (1938) widmete einer Anzahl holz- 
zersetzender Polyporazeen eine eingehende Untersuchung und konstatierte, 
dass diese Pilze in der Regel eine synthetische Nährlösung nicht ohne Zu- 
satz von Aneurin assimilieren konnten. Metin und seine Mitarbeiter 
(1939, 1940, 1941, 1942) studierten den Einfluss von Aneurin auf mykor- 
rhizabildende Hymenomyzeten bei Kiefer und Fichte. Auch von diesen 
Pilzen brauchten die meisten Aneurin, um sich in einer synthetischen 
Nährlösung entwickeln zu können. 

Während die Literatur über die Bedeutung des Aneurins für die Mikro- 
organismen ausserordentlich umfangreich ist, war der Einfluss des Biotins 
auf diese Organismen bloss Gegenstand relativ weniger Untersuchungen. 
Dies beruht darauf, dass Biotin bis vor kurzem nicht in chemisch reiner 
Form zu haben war. 

Köc und seine Mitarbeiter waren die ersten, denen es gelang, Biotin 
in reiner Form herzustellen (Кӧот, 1935, 1937; Köer & Tönnıs 1936). 
Bei ihrer Isolierungsarbeit benutzten sie als Testobjekt Saccharomyces 
cerevisiae, Rasse M, der zur Assimilation einer synthetischen Nährlösung 
einen Zusatz von Biotin fordert. 

Der parasitische Askomyzet Nematospora gossypii konnte von FARRIES 
& BELL (1930) nur dann zum Wachstum auf synthetischem Substrat 
gebracht werden, wenn dieses mit Pepton oder gewissen Proteinhydro- 
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lysaten versetzt wurde. BUSTON & PRAMANIK (1931) gelang der Nachweis, 
dass der fiir den Pilz notwendige akzessorische Faktor aus zwei Kompo- 
nenten besteht, von denen die eine Meso-inosit ist, und Buston & Kası- 
NATHAN (1933) stellten ein konzentriertes Präparat der andern Komponente 
her. Im Jahre 1937 konstatierten KöcL & Fra dass diese andere 
Komponente identisch mit Biotin ist. Dieselben Autoren wiesen auch nach, 
dass Lophodermium pinastri eine synthetische Nährlösung nur ausnutzen 
kann, wenn dieselbe sowohl Aneurin als Biotin enthält. Zu demselben 
physiologischen Typus wie der letztgenannte Pilz gehören auch Valsa pini, 
Hypoxylon pruinatum und Melanconium betulinum (Frızs 1938). Dagegen 
brauchen Melanospora destruens, Podospora curvula und Sordaria fimicola 
nach HAWKER (1938, 1939) nur einen Zusatz von Biotin, um in einer syn- 
thetischen Nährlösung wachsen zu können. Kürzlich hat Frızs (1943 a) 
festgestellt, dass Biotin nebst Aneurin ein notwendiger Wuchsstoff für 
Ophiostoma pini ist, und dass das Wachstum mehrerer Ophiostoma-Arten 
beschleunigt wird, wenn man dem Medium Biotin zusetzt. Mitrula palu- 
dosa fordert nach Frızs (l. с.) Biotin für die Sporenkeimung und unter 
gewissen Verhältnissen auch für das Wachstum. 

Über den Einfluss des Biotins auf verschiedene mykorrhizabildende 
Basidiomyzeten haben MELIN & LINDEBERG (1939) sowie MELIN & Ny- 
MAN (1940) gewisse Untersuchungen vorgenommen. Alle untersuchten 
Pilze liessen sich in einer synthetischen Nährlösung mit Aneurin ohne 
Zusatz von Biotin züchten, wenn auch dieser Stoff in gewissen Fällen 
einen stimulierenden Einfluss auf das Wachstum ausübte. 

TRESCHOW (1943) fand, dass Psalliota hortensis eine synthetische Nähr- 
lösung assimilieren konnte, wenn diese mit Biotin versetzt war, dass aber 
der Pilz zu maximaler Entwicklung ausserdem einen Zusatz von Panto- 
thensäure, Nikotinsäureamid und Aneurin forderte. 

Unter den Bakterien wird Staphylococcus aureus sehr stark bei Züch- 
tung in synthetischer Nährlösung stimuliert, wenn diese ausser Aneurin 
und Nikotinsäureamid auch Biotin enthält (у. WAGTENDONK 1937, KöcL 
& у. WAGTENDONK 1938). Nach Untersuchungen von Ninsson, BJÄLFVE 
& Bursrrém (1939) fordern gewisse Stämme von Bact. radicicola Biotin 
für ihr Wachstum. 

Organismen, welche Inosit brauchen oder von ihm stimuliert werden, 
sind meines Wissens bisher nur unter den Askomyzeten bekannt. Easrcorr 
(1928) wies nach, dass diese Substanz ein notwendiger Wuchsstoff für Hefe 
ist. Buston & PRAMANIK (1931) fanden, wie oben erwähnt, dass Inosit 
der eine der Wuchsstoffe ist, welche Nematospora gossypii fordert. Köer 
& Fries (1937) sowie Евтеѕ (1938) stellten fest, dass gewisse Pilze, die Aneu- 
rin und Biotin fordern, um eine synthetische Nährlösung assimilieren zu 
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konnen (Lophodermium pinastri baw. Valsa pini und Melanconium betuli- 
num), eine mehr oder minder starke Wachstumssteigerung zeigen, wenn 
auch Inosit der Lésung zugesetzt wird. 

Vergleichende Untersuchungen iiber den Bedarf verschiedener Mikro- 
organismen an Wuchsstoffen haben ergeben, dass solche Organismen, denen 
kein bestimmter Wuchsstoff zugeführt zu werden braucht, denselben in 
der Regel selbst bilden. Solche Erfahrungen wurden zuerst bei ge- 
wissen Tuberkulosebakterien von Tworr & Іхскам (1913) und bei 
gewissen hämolytischen Bakterien von FILDES (1924) und VALENTINE E 
Rivers (1927) u.a. gemacht. Hier sind ferner zu nennen Lworrs (1934) 
Untersuchungen über parasitische Flagellaten, SCHOPFERS (1935 a) For- 
schungen über Mucorazeen sowie KögLs & FRIES’ (1937) Entdeckung, dass 
Pilze, die einen Zusatz von Aneurin bzw. Biotin zu ihrer Entwicklung 
brauchen, ihre Wuchsstoffbildung gegenseitig ergänzen und deshalb ohne 
Zusatz von Aneurin oder Biotin zusammen gezüchtet werden können. 

Diese und gewisse andere Resultate liegen der Auffassung des Wuchs- 
stoffproblems zugrunde, die jetzt allgemein anerkannt ist und sich folgen- 
dermassen ausdrücken lässt: Mehrere Wuchsstoffe sind für alle Organismen 
notwendig, aber die Fähigkeit, einen oder mehrere dieser Stoffe zu synthe- 
tisieren, ist einem Teil der Organismen im Verlauf der Entwicklung ganz 
oder teilweise verloren gegangen (Lworr 1934, S. 517, SCHOPFER 1935 a, 
S. 207, Кхтонт 1936, S. 147, Frıes 1938, S. 168). 

SCHOPFER (1938 a, 1939) hat auf diesem Gebiet folgende Terminologie 
vorgeschlagen: Organismen, die selbst alle die Wuchsstoffe synthetisieren 
können, die für das Wachstum notwendig sind, nennt er auxoautotroph, 
Organismen, denen die Fähigkeit fehlt, einen oder mehrere notwendige 
Wuchsstoffe zu synthetisieren, auxoheterotroph. Kann ein Organismus 
nicht Aneurin bilden, so wird er als aneurinheterotroph bezeichnet, kann 
er nicht Biotin bilden, als biotinheterotroph usw. 


1. Der Einfluss von Aneurin, Biotin und Inosit in Überschuss.! 


Weil die auxoheterotrophen Hymenomyzeten nach Angaben in der 
Literatur in den meisten Fällen einen Zusatz von Aneurin fordern, um eine 
synthetische Nährlösung assimilieren zu können, beschloss ich, in einem 
ersten orientierenden Versuch elf verschiedene Marasmius-Arten in einer 
synthetischen Nährlösung teils ohne Zusatz von Wuchsstoff, teils mit 
Zusatz von Aneurin bzw. Hefeextrakt zu züchten. (M. chordalis, M. 
epiphyllus und M. putillus waren zu diesem Zeitpunkt noch nicht isoliert.) 


1 Eine vorläufige Mitteilung über diese Untersuchungen ist bereits veröffentlicht wor- 
den (LINDEBERG 1939 a). 


4— 43761 Symb. Bot. Ups. VIII: 2 
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Versuch 2. Der Einfluss von Aneurin und Hefeextrakt auf das Wachstum verschie- 
dener Marasmius-Arten (Tab. 15). 


Nährlösung: 
Glykose.... 10 g MESO 71850)... 2... синеке ескэ 0,5 g 
NH,NO;... 0,5 g FeCl,.6H,O (1 %ige Lösung) ..... 10 Tropfen 
KH,PO,... 0,25 g 150. (este) e e e ъз a Erwin RE 1000 ccm 


K,HPO,... 0,25 g 
pH (nach Autoklavieren): 5,7 
Reihen: a) Kontrolle. 
b) 1 y Aneurin je Kolben. 
с) 1 mg Hefeextrakt je Kolben. 


Der Hefeextrakt wurde in folgender Weise zubereitet: 1 Teil Bäckereihefe + 2 
Teile H,O wurden im Autoklaven erhitzt. Die Lösung wurde durch ein Seitz-Filter 
filtriert, worauf ihr Gehalt an Trockensubstanz bestimmt wurde. Danach wurde 
sie so verdünnt, dass sie 1 mg Trockensubstanz je ccm enthielt. Von dieser Hefe- 
extraktlösung wurde in Reihe с Leem je Kolben zugesetzt. 

M. androsaceus und M. perforans wurden von Kulturen auf Malzagar verimpft, 
die übrigen Pilze von „synthetischem‘ Agar (Zusammensetzung: obige Nährlösung + 
15 g Agar je Liter). 4 Parallelkolben. 


In der Kontrollreihe war für sämtliche Arten kein oder nur ganz un- 
bedeutendes Wachstum zu konstatieren. Enthielt die Nährlösung Aneurin, 
so konnte sie indes von allen untersuchten Arten mit Ausnahme von M. 
androsaceus und M. oreades assimiliert werden. Nur wenn die Nährlösung 
mit Hefeextrakt versetzt war, konnte sie von den beiden letztgenannten 
Arten assimiliert werden, wenngleich das Wachstum auch unter solchen 
Verhältnissen ziemlich schwach war. Die übrigen Arten wuchsen in der 
Regel in der Hefeextraktreihe rascher als in der Aneurinreihe. 

Das Versuchsresultat muss so gedeutet werden, dass M. alliaceus, M. 
foetidus, М. fulvobulbillosus, М. graminum, М. perforans, М. peronatus, 
M. ramealis, M. rotula und M. scorodonius unter den herrschenden Ver- 
suchsbedingungen nicht oder nur ganz unbedeutend selbst Aneurin bilden 
konnten und dass sie deshalb darauf angewiesen waren, dass der Wuchs- 
stoff von aussen zugeführt wurde. Eine Aneurinmenge von 1 ү in 20 oder 
25 cem Nährlösung von der ungefähren Zusammensetzung, wie sie hier 
verwendet wurde, kann nach Köer & FrıEs (1937) sowie Frızs (1938) als 
ein Überschuss des Wuchsstoffes im Verhältnis zu den übrigen Bestand- 
teilen der Nährlösung angesehen werden. Dass die Pilze grössere Wachs- 
tumsgeschwindigkeit in der Hefeextraktreihe aufwiesen, zeigt deshalb, dass 
Hefeextrakt ausser Aneurin organische oder anorganische Stoffe ent- 
hält, welche die vegetative Entwicklung der Pilze günstig beeinflussen. 
Für M. androsaceus und M. oreades scheinen solche Substanzen, möglicher- 
weise neben Aneurin, für das Wachstum notwendig zu sein. 
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Tabelle 15. 


Der Einfluss yon Aneurin und Hefeextrakt auf das Wachstum verschiedener 
Marasmius-Arten (Versuch 2). 


| f | Myzel-Trockengewicht in mg | 
Versuchs- | - — 
| Versuchsobjekt zeit in | | wee i Ней 
тшен Kein Zusatz ge erg E ae Kolben 
| | | 
М. alliacews `. . 2... 15 0,2 + 0,0 4,0 + 0,4 7,1 + 0,5 
| М. androsaceus A... . 15 04 + 0,1 0,7 + 0,0 | 1,9 + 0,3 
| M. foetidus A 2... .| 15 0,1 + 0,0 | 5,5 + 0,4 9,5 + 0,4 
| M. fulvobulbillosus A . . 32 0,8 + 0,1 3,0 + 0,1 8,3 + 0,6 
IM. graminum ..... | 15 0,3 + 0,0 4,4 + 0,9 TEE La 
| M. oreades А......| 16 0,3 + 0,0 02+00 | 280,3 
| М. perforans А. . . . . 15 0,6 + 01 2,4 + 01 6,1 + 0,5 
М. peronatus А... .. | 32 0,1 + 0,0 4,4 + 1,0 13,5 + 0,5 
М. ramealisA ..... 15 0,2 + 0,0 4,5 + 0,4 7,1 + 0,3 | 
| AL ӨЙЫ А о ee еа 32 0,2 + 0,0 5,2 + 0,5 5,3 + 0,6 | 
| M. scorodonius A... . 15 | 0,1 + 0,0 89+08 | 158408 | 


Ks liegt nahe anzunehmen, dass die giinstige Wirkung des Hefeextrakts 
auf seinem Gehalt an anderen Biosfaktoren als Aneurin beruhte. Um zu 
ermitteln, inwieweit die Pilze einen Zusatz der in reiner Form zugänglichen 
Biosfaktoren Biotin und Inosit fordern oder von ihm stimuliert werden, 
wurde deshalb eine Reihe Experimente ausgeführt — hier unter der Bezeich- 
nung ‘Versuch 3’ zusammengefasst —, bei denen Aneurin, Biotin und Inosit 
je für sich und in allen möglichen Kombinationen der Nährlösung zugesetzt 
wurden (vgl. KöcL & Frizs 1937). 


Versuch 3. Der Einfluss von Aneurin, Biotin und Inosit auf das Wachstum ver- 
schiedener Marasmius-Arten (Tab. 16). 


Grundlösung: Glykose. EEN s 10 g 
ИНРО), а. eg € ine E жя з sangen 0,5 g 
MESO EEO sins оона ўе» 0,5 g 
FeCl;.6H,O (1%ige Lösung) .... 10 Tropfen 
Ж.О: (безе) cons sce sass are . 1000 ccm 


Als N-Quelle wurde für M. androsaceus, М. foetidus und М. peronatus 1 g NH,Cl 
und fiir die iibrigen Arten 1 g NH,-Tartrat je Liter verwendet. In den Reihen mit 
M. androsaceus, M. foetidus, M. fulvobulbillosus und M. peronatus wurde 1 mg Zn 
(als ZnSO,.7H,O) je Liter Nährlösung zugesetzt. 
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Tabelle 


Der Einfluss von Aneurin, Biotin und Inosit auf das 


| | Myzel-Trocken- 
| Versuchs- 

Versuchsobjekt | zeit in | 

Tagen Kein Zasaty ly Aneurin je 0,057 Biotin je 

Zn Kolben Kolben | 

| | | 

М. аин... .„.... 16 0,1 + 0,0 4,4 + 0,3 0,1 + 0,0 | 

2 | М. атйтовасеи$В...... 20 0,4 + 01 0,5 + 0,1 | 2,3 + 0,1 | 
o | Ж, Fohlen 20 0,5 + 0,1 9,2 + 0,6 14 + 01 
4 | М. fulvobulbillosusB .. .. 20 1,6 + 02 6,7 + 0,6 1,9 + 0,1 
5 | М. graminum oas osos 20 0,3 + 0,0 11,9 + 0,3 0,2 + 0,0 
6 | M. perforansB....... 3 | 06+01 1,2 + 0,3 12 + 0,2 
T | М. peronatusA.... =... 20 1,0 + 01 4,2 + 0,3 1,7 + 0,1 
| 8 | М. ramealisA а... 2 wa e 20 0,9 + 0,1 4,7 + 0,4 0,9 + 0,1 
9 | M.rotuaA .....2.. d | stip 14,8 + 2,5 0,2 + 0,0 
110 | М. scorodmius A... .. . 20 | 0,1 + 0,0 6,8 + 0,4 0,1 + 0,0 


pH der Nährlösung nach Autoklavieren: 


NH,Cl als N-Quelle............. 4,4 
NH,-Tartrat als N-Quelle........ 5,5. 


М. alliaceus, М. graminum, М. rotula und M. scorodonius wurden von Kulturen 
auf ,,synthetischem Agar verimpft (siehe Versuch 2), die übrigen Pilze von Malzagar. 
Von jeder Reihe wurden mit M. alliaceus, М. graminum, М. perforans, М. ramealis 
und M. rotula 8 Kolben, mit M. scorodonius 6 Kolben und mit M. androsaceus, М. 
foetidus, M. fulvobulbillosus und M. peronatus 4 Kolben geimpft. 


In der Kontrollreihe war die Entwicklung der Pilze wie beim vorigen 
Versuch äusserst unbedeutend. 

М. alliaceus, М. foetidus, М. fulvobulbillosus, М. graminum, М. pero- 
natus, М. ramealis., M. rotula und M. scorodonius konnten wie in Versuch 2 
die Nährlösung assimilieren, wenn diese mit Aneurin versetzt war. Biotin 
hatte sowohl allein als in Verbindung mit Aneurin einen ganz schwachen 
positiven Effekt auf M. foetidus, dagegen keine sicher feststellbare Wirkung 
auf die übrigen genannten Arten. 

M. perforans reagierte nur schwach auf einen Zusatz von Aneurin allein. 
In Anwesenheit von Aneurin + Biotin zeigte diese Art dagegen gutes 
Wachstum. Auch allein hatte das Biotin einen gewissen, wenngleich un- 
bedeutenden Einfluss auf diesen Pilz. Zu bemerken ist, dass der M. per- 
forans-Stamm, der bei diesem Versuch verwendet wurde, ein anderer war 
als der in Versuch 2 untersuchte. 


16. 
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Wachstum verschiedener Marvasmius-Arten (Versuch 3). 


gewicht in mg 


» won Fa 


о ont с = 


10 


1 mg Inosit |ly Aneurin + 0,05y 1y Aneurin + 1 mg/0,05y Biotin + 1 mg А en Kë Y| 
je Kolben Biotin je Kolben Inosit je Kolben | Inosit je Kolben Tnosit је Kolben i 
0,1 + 0,0 42 + 01 | 4,9 + 0,8 0,2 + 0,0 | 5,4 + 0,2 
0,3 + 0,0 6,0 + 0,3 | 0,5 + 0,1 2,3 + 0,2 6,7 + 0,4 | 
0,6 + 0,1 13,2 + 0,7 | 10,4 + 0,2 | Ga, t 0 12,6 + 1,0 | 
1,7: 0,3 6,3 + 0,2 6,1 + 0,5 | 1,5 + 0,2 6,6 + 11 | 
0з + 0,0 | 13,9 + 0,2 184 + 0,8 0,2 + 0,0 12,6 + 0,6 
0,6 + 0,2 12,6 + 0,3 12 + 0,4 Lat йд | 11,7 + 0,6 
13402 | 41 + 0,4 45+02 | tos | 48402 | 
1,1 + 0,1 | 7,6 + 0,4 6,5 + 0,4 0,7 + 01 5,9 + 0,5 
02+00 | 13016 150 +16 | O2+00 44417 
01+ 00 | 5,3 + 0,6 6,6 + 0,2 | 0,1 + 0,0 7,2 + 0,6 


М. androsaceus endlich war völlig ausserstande, die Nährlösung zu 
assimilieren, wenn diese bloss mit Aneurin versetzt war. Nur in Gegen- 
wart sowohl von Biotin als von Aneurin konnte diese Art die Nährlösung 
ganz ausnutzen. Auch auf diesen Pilz hatte Biotin allein einen gewissen 
Effekt. 

Inosit hatte auf keinen der untersuchten Pilze eine merkliche 
Wirkung. 

Mit M. oreades, der in Versuch 3 nicht untersucht wurde, wurde ein 
weniger umfassender Versuch ausgeführt, um zu ermitteln, ob Aneurin, 
Biotin und Inosit zusammen dem Pilz von aussen zugeführt werden müssen, 
damit Wachstum möglich ist. Das Wachstum in einer Lösung mit den drei 
genannten Wuchsstoffen wurde mit dem in einer Lösung verglichen, die 
mit Hefeextrakt (Marmite) versetzt worden war. 


Versuch 4. Der Einfluss von Aneurin, Biotin und Inosit sowie von Hefeextrakt 
auf das Wachstum von Marasmius oreades A. 


Grundlösung wie in Versuch 3. Als N-Quelle diente NH,-Tartrat in der Kon- 
zentration 1 g je Liter. Zn wurde in der Konzentration 1 mg je Liter zugesetzt. 


Reihen: a) Kontrolle. 
b) 1 y Aneurin + 0,05 y Biotin + 1 mg Inosit je Kolben. 
c) 1 mg Hefeextrakt (Marmite) je Kolben. 

4 Parallelkolben. 
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Nach 20 Tagen wurden in den verschiedenen Reihen folgende Myzelmengen 
erhalten: 
a) 0,4 + 0,1 mg. 
b) 0,5 + 0,1 mg. 
c) 4,1 + 0,2 mg. 


Der Versuch zeigte wie Versuch 2, dass dem Pilz, damit er eine synthe- 
tische Nährlösung assimilieren konnte, ein Stoff von organischer oder 
anorganischer Natur zugeführt werden musste, der in Hefeextrakt enthalten 
ist. Dieser Stoff ist nicht identisch mit einem der drei untersuchten Wuchs- 
stoffe. Die Frage, ob der Pilz auch einen Zusatz dieser letztgenannten 
Stoffe fordert, kann auf Grund dieser Versuchsresultate nicht entschieden 
werden.! 

Das Verhalten von M. androsaceus und M. perforans zu Biotin ist be- 
sonders interessant. Aus den Versuchen 2 und 3 geht hervor, dass sich 
die beiden Pilze in gewissem Grade verschieden verhielten. M. androsaceus 
zeigte in keinem der beiden Versuche Wachstum in einer Nährlösung, die 
bloss mit Aneurin versetzt war. Von den beiden Stämmen von M. per- 
forans reagierte dagegen der eine (Stamm B in Versuch 3) ganz schwach, 
der andere (Stamm A in Versuch 2) etwas stärker auf Aneurin allein. Es 
schien also, dass der Biotinbedarf von M. androsaceus und M. perforans 
verschieden stark sei, sowie, dass eine gewisse Abstufung des Biotinbedarfes 
bei verschiedenen Stämmen der letztgenannten Art vorliege. 

Wegen dieser Resultate beschloss ich, den Einfluss von Biotin auf eine 
Anzahl verschiedener Stämme sowohl von M. androsaceus als von M. per- 
forans zu untersuchen. Um Biotin zu sparen, beschränkte ich die Versuche 
auf drei Reihen, nämlich eine Kontrollreihe, eine Reihe mit Aneurin und 
eine mit Aneurin + Biotin. Diese Anordnung der Versuche schloss die 
Möglichkeit aus, zu entscheiden, ob eines der Versuchsobjekte eine Nähr- 
lösung assimilieren konnte, die bloss mit Biotin versetzt war. Es dürfte 
jedoch als wenig wahrscheinlich anzusehen sein, dass ein Stamm der hier 
in Betracht kommenden Arten sich in dieser Weise verhält (vgl. S. 78). 

In Versuch 5 wurde die Wirkung von Biotin in Verbindung mit Aneurin 


1 Fortgesetzte Untersuchungen zeigten, dass Marasmius oreades wenigstens unter ge- 
wissen Bedingungen eine synthetische Nährlösung assimilieren kann, wenn diese mit Aneurin 
versetzt ist. Indes scheinen grosse Unterschiede zwischen verschiedenen Stämmen der Art 
vorzuliegen, und die physiologischen Eigenschaften können sich stark ändern, wenn der 
Pilz längere Zeit in Kultur gehalten wird. Infolgedessen ergaben die Versuche mit M. orea- 
des nicht völlig miteinander übereinstimmende Resultate. Eingehendere Untersuchungen 
über diese Art sind erforderlich. In der weiteren Darstellung ist dieselbe fortgelassen. Je- 
doch sei hier erwähnt, dass das Wachstum von M. oreades begünstigt wird, wenn die 
N-Quelle in Asparagin besteht, das pH einen Wert von ca. 5 hat und die Lösung mit Ca 
versetzt ist. 
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sowie von Aneurin allein auf das Wachstum von drei bisher nicht unter- 
suchten Stämmen von M. androsaceus untersucht. 


Versuch 5. Der Einfluss von Aneurin und Biotin auf das Wachstum verschiedener 
Stämme von Marasmius androsaceus (Tab. 17). 
Nährlösung A. In Versuch 5 betrug das pH der Lösung 4,5 infolge Zusatz von 
7,5 cem l-n H,SO, je Liter. 
Reihen: a) Kontrolle. 
b) 1 y Aneurin je Kolben. 
с) 1 y Aneurin + 0,01 y Biotin je Kolben. 
4 Parallelkolben. 


Tabelle 17. 


Der Einfluss von Aneurin und Biotin auf das Wachstum verschiedener Stämme 
von Marasmius androsaceus (Versuch 5). 


Versuchszeit: 20 Tage. 


| | 


Myzel-Trockengewicht in mg | 


Versuchs- А | i | ly Aneurin + 
objekt Kein | 1y Aneurin S RF 
чаш Sé ек 0,01 y Biotin 
| Zusatz je Kolben 2 У 
| | je Kolben 
| ! | 
Stamm С. . 01+ 0,0) 0,1 + 0,0 | 16,0 + 2,1 
» D. .'04+00 | 01 + 0,0 | 0,9 + 01 
» Е.. 02+ 00| 01400 | 77409 


Aus den Versuchsresultaten geht hervor, dass auch diese Stämme die 
synthetische Nährlösung nicht assimilieren konnten, wenn dieselbe kein 
Biotin enthielt. Die Stämme С und Е zeigten gutes Wachstum bei Anwesen- 
heit von Aneurin und Biotin, Stamm D dagegen wuchs sehr langsam. Es 
ist wahrscheinlich, dass der letztgenannte Stamm ausser den hier zuge- 
setzten Wuchsstoffen noch einen weiteren Stoff forderte, über dessen Natur 
sich hier nichts sagen lässt. 

In derselben Weise wurde in Versuch 6 der Einfluss von Biotin und 
Aneurin auf das Wachstum verschiedener Stämme von M. perforans unter- 
sucht. 


Versuch 6. Der Einfluss von Aneurin und Biotin auf das Wachstum verschiedener 
Stämme von Marasmius perforans (Tab. 18). 


Nährlösung: Glykoss: s одана ox cos ээ nis 10 g 
NHL: ШагЫгыб. „ыж е кка я жа anora 1 g 
КРО аана s Sn Karel es 0,5 g 
МЕВО TH Ok EE 0,5 g 


ЕеС1,.6Н,О (1%ige Lösung) ....... 10 Tropfen 
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ZnSO,-Lésung (Zn-Konz. 1/500)..... 0,5 cem 
MIO WAREN nun nen 1000 ccm 
pH nach Autoklavieren......... 5,5 


Reihen: a) Kontrolle. 

b) 1 y Aneurin je Kolben 

е) 1 ү Aneurin + 0,04y Biotin je Kolben. 
6 Parallelkolben. 


Tabelle 18. 


Der Einfluss von Aneurin und Biotin auf das Wachstum verschiedener Stämme 
von Marasmius perforans (Versuch 6). 


Versuchszeit: 30 Tage. 


| Myzel-Trockengewicht in mg 


Versuchs- 1y Aneurin + 

objekt Kein | 1y Aneurin 0:04 + Di n:i | 

| Zusatz | je Kolben | у “otin Je 

Kolben 

М. perforans A 0,2 + бо! 2,0 + 0,5 8,3 + 1,1 
» » В 0,4 + 0,1 08+02 | 15,4+0,7 
» » C 02400 02400 | 120,5 
» » D 03 + 0,0, 08+0,2 | 25 + 0,7 
» » E 0,1 + 0,0 0,1 + 0,0 1,1 + 0,4 
» » Е| 0,2 + 0,0 | 0,2 + 0,0 0,8 + 0,3 
» » С 01+ 00 | 0,1 + 0,0 0,2 + 0,0 


Das früher konstatierte Unvermögen des Pilzes, eine Nährlösung zu 
assimilieren, die bloss Zucker und gewöhnliche Nährsalze enthält, wurde 
durch diesen Versuch bestätigt. Auf einen Zusatz von Aneurin allein 
reagierten die Stämme A, B und D schwach positiv. Enthielt die Lösung 
ausserdem Biotin, so zeigten die Stämme A und B ziemlich gutes Wachstum. 
Stamm D wuchs auch in diesem Fall langsam, aber doch deutlich besser als in 
Anwesenheit von Aneurin allein. Die Stämme С, Eund F reagierten schwach 
positiv auf Aneurin + Biotin. Stamm G dagegen konnte nicht einmal in 
Gegenwart dieser beiden Wuchsstoffe die Nährlösung assimilieren. 

Es ist wahrscheinlich, dass ausser Aneurin und Biotin ein oder mehrere 
andere Wuchsstoffe dem Pilz von aussen zugeführt werden müssen, damit 
optimale Wachstumsbedingungen geschaffen werden. Dass die Zusammen- 
setzung der Nährlösung hinsichtlich der Energiequelle und der gewöhn- 
lichen Nährsalze kein Hindernis für die Entwicklung des Pilzes bot, geht 
ja daraus hervor, dass 2. В. Stamm В die Lösung bei Anwesenheit von Aneu- 
rin und Biotin sehr gut assimilieren konnte. Der Bedarf an diesem einst- 
weilen unbekannten Wuchsstoff (bzw. Wuchsstoffen) muss bei verschie- 
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denen Stämmen des Pilzes als verschieden gross angenommen werden. 
Stamm G scheint den grössten, Stamm B dagegen den kleinsten Bedarf 
zu haben. 

Aus den Versuchen 5 und 6 ergibt sich, dass der Bedarf an gewissen 
Wuchsstoffen bei verschiedenen Stämmen ein und derselben Art verschie- 
den gross sein kann. Dies haben in letzter Zeit mehrere Forscher für Pilze 
mit ganz verschiedener systematischer Stellung konstatiert. So geht aus 
den Untersuchungen von LEDEBOER und Евгвѕ über Ophiostoma ulmi 
hervor, dass gewisse Stämme dieses Pilzes auf synthetischem Substrat 
ohne Zusatz organischer Wuchsstoffe wachsen können (LEDEBOER 1934), 
während andere für ihr Wachstum einen Zusatz von Vitamin B, fordern 
(FRIES 1942). MELIN & Nyman (1941) fanden, dass zwei verschiedene 
Stämme von Boletus granulatus sich hinsichtlich ihres Aneurinbedarfs ver- 
schieden verhielten. Der eine Stamm entwickelte sich in synthetischer 
Nährlösung ohne dieses Vitamin, während der andere ohne Aneurin kaum 
ein Wachstum zeigte. Ropprys E Ma (1941) untersuchten den Biotin- 
bedarf von drei verschiedenen Stämmen von Fusarium avenaceum und 
stellten fest, dass bloss einer von ihnen einen Zusatz dieses Wuchsstoffes 
forderte. Hier sei auch an die Entdeckung von Nırssox u. Mitarb. (1939) 
erinnert, dass gewisse Stämme von Bact. radicicola Biotin fordern, während 
sich andere ohne diesen Wuchsstoff entwickeln. Aus Resultaten, die bei 
Untersuchungen mit einem bestimmten Stamm eines Pilzes gewonnen 
wurden, lassen sich deshalb allgemeine Schlüsse hinsichtlich der Eigen- 
schaften der betreffenden Art nur mit einem gewissen Vorbehalt ziehen. 

Nachdem man gefunden hatte, dass mehrere Pflanzenorganismen nur 
bei Anwesenheit von Aneurin eine synthetische Nährlösung assimilieren 
können, machten einige Forscher die Beobachtung, dass aneurinreiche 
Präparate, ohne ihre Wirkung auf diese Organismen einzubüssen, eine 
sehr starke Erhitzung vertragen. Hieraus zog man den Schluss, dass 
gewisse Spaltungsprodukte des Aneurins dieses ersetzen können. KNIGHT 
(1937) gelang es auch nachzuweisen, dass die beiden Aneurinkomponenten 
2-Methyl-4-amino-5-aminomethyl-pyrimidin und 4-Methyl-5-ß-oxyäthyl- 
thiazol in äquivalenten Mengen zusammen Aneurin als Wuchsstoff für 
Staphylococcus aureus ersetzen können. Dasselbe konstatierten SCHOPFER 
& June (1937), SINCLAIR (1937) sowie ROBBINS & Kavanacu (1937) bei 
Phycomyces Blakesleeanus. Später hat sich herausgestellt, dass gewisse Orga- 
nismen, die zu ihrer Entwicklung einen Zusatz von Aneurin zu fordern 
scheinen, in Wirklichkeit nur die eine oder die andere der beiden ebener- 
wähnten Aneurinkomponenten nötig haben. So braucht Rhodotorula rubra 
bloss Pyrimidin (SCHOPFER 1937 b, 1938 b), Mucor Ramannianus dagegen 
nur Thiazol (MÜLLER & ScHoPFER 1937, MÜLLER 1941). Diese beiden 
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Organismen können sich zusammen in einer wuchsstoffreien Nährlösung 
entwickeln, was zeigt, dass jeder von ihnen selbst die Aneurinkomponente 
bildet, die bei Reinkulturversuchen nicht zugesetzt zu werden braucht 
(MÜLLER & SCHOPFER 1. c.). 

LOHMANN & SCHUSTER (1937) fanden, dass das Aneurin in Cocarboxy- 
lase enthalten und also eine für den Kohlenhydratumsatz notwendige Enzym- 
komponente ist. Deshalb und wegen SCHOPFERS und MÜLLERS oben er- 
wähnter Entdeckungen dürfte man zu der Annahme berechtigt sein, dass 
alle Organismen, welche wie Rhodotorula rubra und Mucor Ramannianus 
scheinbar bloss die eine der Aneurinkomponenten fordern, die andere dieser 
Komponenten selbst bilden (vgl. S. 49). 

Um festzustellen, inwieweit die beiden Aneurinkomponenten (im fol- 
genden der Kürze halber bloss Pyrimidin und Thiazol genannt) zusammen 
oder jede für sich möglicherweise Aneurin für die fraglichen Marasmius- 
Arten ersetzen können, wurde Versuch 7 ausgeführt. Die Pilze wurden hier 
in synthetischer Nährlösung gezüchtet, die teils mit Aneurin, teils mit den 
beiden Aneurinkomponenten je für sich und in Verbindung miteinander 
versetzt wurde. Das Aneurin und seine Komponenten wurden in äqui- 
valenten Mengen zugesetzt. 

Da die Molekulargewichte der benutzten Formen von Aneurin, Pyri- 
midin und Thiazol 337,3, 211,1 und 143,2 betragen, entsprechen 1 ү Aneurin 
0,626 y Pyrimidin und 0,425 y Thiazol. 

Nachdem auch die drei Arten M. chordalis, M. epiphyllus und M. 
putillus isoliert worden waren, wurden orientierende Versuche ausgeführt, 
welche ergaben, dass sich diese Arten in einer synthetischen Nährlösung 
züchten liessen, wenn dieselbe mit Aneurin versetzt war. Auch diese 
Pilze wurden deshalb bei Versuch 7 herangezogen. 


Versuch 7. Der Einfluss von Pyrimidin, Thiazol und Aneurin auf das Wachstum 
verschiedener Marasmius-Arten (Tab. 19). 


Nährlösung A. 5 Reihen, siehe Tab. 19. 

Pyrimidin und Thiazol wurden vor dem Autoklavieren zugesetzt, Aneurin (in 
neubereiteter Lösung, hergestellt unter aseptischen Bedingungen) nach demselben. 
Den Kolben, die mit M. androsaceus geimpft werden sollten, wurden ausserdem vor 
dem Autoklavieren 10 my Biotin zugesetzt. 4 Parallelkolben. 


Während Thiazol allein auf keine der Marasmius-Arten eine deutliche 
Wirkung ausübte, ermöglichte Pyrimidin Wachstum für M. chordalis, 
M. epiphyllus, M. fulvobulbillosus und M. graminum. Für M. fulvobul- 
billosus konnte Pyrimidin vollständig Aneurin ersetzen. Dieser Pilz stimmt 
also in dieser Hinsicht mit Rhodotorula rubra überein (SCHOPFER 1937 b, 
1938 b). Die drei anderen Arten wuchsen dagegen mit Pyrimidin allein 


PHYSIOLOGIE LIGNINABBAUENDER BODENHYMENOMYZETEN 59 


Tabelle 19. 


Der Einfluss yon Pyrimidin, Thiazol und Aneurin auf das Wachstum der Pilze 
(Versuch 7). 


Myzel-Trockengewicht in mg 
Ver- e 
Versuchsobjekt Buches ы | 0,626 y 0,425 G a + | 1% 
чеч Ча Pyrimidin Ke 0,425 Y | А А пепгїп 
je Kolben Kolben _Thiazol je Kolben 
| je Kolben | 

M. alliaceus. . . 39 05 + 0,0 5 030 .14 3028: 141 #15 10,9 + 0,9 

М. androsaceus . 22 1,5 + 0,1 3,6 +00 25+02| 22,6 + 0,7 21,9 + 0,5 

M. chordalis. . . 39 08+00 16401 02+ 0,0) 237+02 2,4 + 0,2 

М. epiphyllus . ., 39 0,2 + 0,0 43211 05+01| 124+ 1,6 12,3 + 0,8 

М. foetidus A . . 20 1,4 + 0,8 1,8+0ı 22+ 0,3 | 29,0 + 0,6 27,6 + 0,7 

M. fulbobulb. B .| 45 2,5 + 0,3 54404 2,6 + 03| 6,0,8 5,5 + 0,3 

М. graminum . . | 90 11602 549+ 33 09+01) 899 +17 75,5 +34 
М. perforans A.) 22 12401 22+01 18+ 0,3) 19,7 + 0,9 7,6+0,2 | 
М. peronatus A . | 36 15+ 0,1 19+01 15 + 0,2 | 109 + 0,5 10,0 + 1,5 | 

М. putillus ... 39 04+01 04+ 01 09401) 40402 41404 

М. ramealis A. . | 36 05 + 0,2 03 + 01 04 +01!) 51 +0, 5,4 04 
M.rotulaB.. . | 36 1,5 + 0,2 15 + 01 | 2,0 + 0,3 7,5 3 1,2 8,1 + 0,8 | 

М. scorodonius А. 20 0,6 + 0,1 08502 [Lat 02% 18.3512 79 + 0,6 


langsamer als mit Pyrimidin + Thiazol oder mit Aneurin. Diese Pilze 
verhalten sich wie Absidia ramosa und Parasitella simplex (SCHOPFER 
1937 с). Für Pilze des letztgenannten Typus muss man annehmen, dass 
sie eine gewisse begrenzte Fähigkeit zur Bildung von Thiazol besitzen, 
während sie kein Pyrimidin bilden können. Wird die letztgenannte Kom- 
ponente im Überschuss zugeführt, so wachsen die Pilze mit einer Geschwin- 
digkeit, die durch ihre Fähigkeit zur Synthetisierung von Thiazol bestimmt 
ist (SCHOPFER Lei 

Pyrimidin und Thiazol konnten zusammen Aneurin für sämtliche 
Arten vollständig ersetzen. Für M. perforans war die Wachstumsgeschwin- 
digkeit in der Pyrimidin-Thiazol-Reihe sogar bedeutend grösser als in der 
Aneurinreihe, und auch bei M. graminum ermöglichten die beiden Aneurin- 
komponenten zusammen ein etwas rascheres Wachstum als das Aneurin. 
Das Verhältnis der beiden letztgenannten Pilze zu Aneurin und seinen bei- 
den Komponenten ist eigentümlich, aber nicht einzigartig. SCHOPFER & 
BLUMER (1940) fanden, dass Polyporus abietinus, P. benzoinus und P. 
zonatus sich in derselben Weise verhielten, und MELIN & NORKRANS (1942) 
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konstatierten dasselbe fiir Boletus luteus und В. piperatus. Eine Erklärung 
dieser Erscheinung hat man bisher nicht geben können. Man könnte 
daran denken, dass die Pilze, um das Aneurin aufnehmen zu können, 
dasselbe zuerst in seine Komponenten spalten müssen, und dass diese 
Spaltung sich mit einer gewissen Schwierigkeit vollzieht. Die Möglichkeit, 
dass Pyrimidin-Thiazol-Organismen das Aneurin spalten, wird auch von 
Низ (1938) und SCHOPFER (1938 a, 1939 S. 89) erörtert. Da es ja anderer- 
seits Pilze gibt, z. B. mehrere Phytophthora-Arten, die das ganze Aneurin- 
molekül brauchen, um eine synthetische Nährlösung assimilieren zu können 
(Коввіхѕ 1938), erscheint es gegenwärtig schwer, die verschiedenen Orga- 
nismen von einem einheitlichen Gesichtspunkt aus zu betrachten. 


Bei den Versuchen 3 und 6 ergab sich, dass Marasmius perforans nur 
mit gewisser Schwierigkeit eine synthetische Nährlösung assimilieren konnte, 
die bloss mit Aneurin versetzt war, dass aber die Wachstumsgeschwindig- 
keit bei den meisten Stämmen zunahm, wenn ausserdem Biotin zugesetzt 
wurde. Aus diesen Versuchen ging auch hervor, dass wenigstens gewisse 
Stämme dieser Art wahrscheinlich einen Zusatz noch eines oder mehrerer 
einstweilen unbekannter Wuchsstoffe fordern, um mit grösserer Geschwindig- 
keit wachsen zu können. (In der Folge wird der Einfachheit halber nur 
von einem solchen Stoff gesprochen.) Um den Wuchsstoffbedarf von 
M. perforans näher zu studieren, beschloss ich, in einem grösseren Versuch 
zunächst seine Wachstumskurve in einer Lösung zu untersuchen, die nur 
mit Aneurin versetzt war. Als Versuchsobjekte dienten drei Stämme von 
M. perforans, die bei Versuch 6 verschieden stark auf einen Zusatz von 
Biotin reagiert hatten. 

Versuch 8. Das Wachstum verschiedener Stämme von Marasmius perforans in. 
synthetischer Nährlösung mit Zusatz von Aneurin (Tab. 20, Fig. 3). 

Nährlösung A. Als Versuchsobjekte wurden die Stämme A, B und E verwendet. 
Mit jedem Stamm wurden 6 Kolben geimpft, welche die Nährlösung ohne Aneurin 
enthielten, und 48 Kolben, welche dieselbe Lösung mit Zusatz von 1 ү Aneurin je 
Kolben enthielten. 

Alle drei Stämme konnten die Nährlösung ohne Zusatz von Biotin 
assimilieren. Die Wachstumsgeschwindigkeit war jedoch anfangs sehr ge- 
ring. Nach einer gewissen Zeit begann indes das Myzelwachstum mit 
grösserer Geschwindigkeit vor sich zu gehen. Dies geschah bei Stamm A 
nach ungefähr einem Monat und bei den Stämmen B und E nach etwa 
zwei Monaten. Hierauf wuchsen die Pilze mit guter Geschwindigkeit, bis 
ein Höchstwert des Trockengewichts erreicht war. Danach begann all- 
mählich Autolyse der Myzelien. Worauf letzteres beruhte, wurde nicht 
untersucht. Indes ist es wahrscheinlich, dass der Zucker der Nährlösung 
verbraucht war. 
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Tabelle 20. 


Das Wachstum verschiedener Stämme von Marasmius perforans in synthetischer 
Nährlösung mit Zusatz von Aneurin (Versuch 8). 


————-———— 


| 
М. perforans A М. perforans B М. perforans Е 
Versuchs- |- - -| - 
| zert in | Trocken- | Trocken- | | Trocken- 
| Tagen gewicht pH: 5,5 | gewicht | pH: 5,5 ` Gewicht | pH: 5,5 
| in mg | | | in mg | I | іп юв | | 
15 0.8 5,4 0,8 5,5 0,8 5,5 
34 6,2 4,9 3,2 5,1 2,5 5.2 
| 46 25,6 4,7 10,5 4,9 5,9 5,1 
61 53,1 4,1 16,6 4,6 ila 4,5 
16 71,6 3,9 54,0 4,2 260 | 43 
90 70,8 4,0 90,8 3,8 44,8 4,0 | 
105 52,6 4,3 65,5 4,0 65,5 3,6 
125 42,8 4,3 314 4,5 52,5 3,9 
Kontrollen (nach 125 Tagen): Stamm A 1,0 mg 
» В 0,7 » 
» Е 0,3 » 


Fig. 3. Das Wachstum verschiedener Stämme (А, В und Е) von Marasmius perforans in 
synthetischer Nährlösung mit Zusatz von 1 Y Aneurin je Kolben (Versuch 8). 
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Von besonderem Interesse ist, dass das Wachstum während einer 
gewissen, für die einzelnen Stämme verschieden langen Zeit verzögert war. 
Diese Zeit nenne ich im folgenden die Induktionsperiode. 

Aus Tab. 20 geht hervor, dass M. perforans in Versuch 8 erst mit grösse- 
rer Geschwindigkeit zu wachsen begann, nachdem sich das pH in saurer 
Richtung verschoben hatte. Es wäre denkbar, dass eine beitragende Ur- 
sache der Induktionsperiode darin bestand, dass die Wasserstoffionen- 
konzentration der benutzten Nährlösung A suboptimal war und durch 
die Tätigkeit des Pilzes erhöht werden musste, bevor ein rascheres Wachs- 
tum in Gang kommen konnte. Ich beschloss deshalb, Versuch 8 mit der 
Veränderung zu wiederholen, dass das pH der Nährlösung von Anfang an 
durch Zusatz von Säure auf 4,2 gebracht wurde. Als Objekt für diesen 
Versuch wurde jedoch bloss einer der bei Versuch 8 verwendeten Stämme, 
nämlich Stamm A, gewählt. 


Versuch 9. Das Wachstum von Marasmius perforans A in synthetischer Nährlösung 
von pH 4,2 mit Zusatz von Aneurin (Tab. 21). 


Nährlösung A mit Zusatz von 125 cem 0,1-n H,SO, je Liter. Jedem Kolben wurde 
1 ү Aneurin zugesetzt. pH nach dem Autoklavieren 4,2. 6 Parallelkolben. 


Tabelle 21. 


Das Wachstum von Marasmius perforans A in aneurinhaltiger 
synthetischer Nährlösung mit Anfangs pH 4,2 (Versuch 9). 


| 
Versuchs- | Trocken- | 
zeit in | gewicht | pH: 4,2 | 
Tagen | mg | | 
10 0,5 4,1 
20 ы 4,1 
35 3,7 | 4,1 
50 15,6 | 3,9 


Ein pH von ungefähr 4 dürfte für M. perforans optimal sein (vgl. S. 111). 
Die Wachstumskurve für den Pilz bei diesem Versuch, wo das pH der 
Nährlösung von Anfang an einen solchen Wert hatte, war indes von dem- 
selben Typus wie die entsprechende Kurve in Versuch 8. Die Induktions- 
periode für Stamm A war in Versuch 9 sogar etwas länger als in Versuch 8. 
Dies zeigt, dass die Induktionsperiode bei diesen Versuchen nicht nennens- 
wert von der Wasserstoffionenkonzentration der Lösung abhängig war. 

Abgesehen von Aneurin bildet M. perforans teils Biotin, teils einen 
noch unbekannten Wuchsstoff in suboptimalen Mengen. Um die Induk- 
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tionsperiode zu erklären, kann man nun annehmen, dass während dieser 
Periode eine solche Veränderung des Stoffwechsels im Myzel eintritt, dass 
dieses einen der letztgenannten Wuchsstoffe oder beide in grösseren 
Mengen zu bilden beginnt. Es findet eine ‚Anpassung‘ an das synthe- 
tische Medium statt. Danach kann das Wachstum mit grösserer Geschwin- 
digkeit vor sich gehen. 

Um die Richtigkeit dieser Annahme zu prüfen, beschloss ich, in einem 
neuen Versuch die Länge der Induktionsperiode für ein normales, auf 
Malzagar gezüchtetes Myzel eines der M. perforans-Stämme und für ein 
Myzel desselben Stammes zu vergleichen, das durch Versuch 8 an die 
Nährlösung ,,angepasst‘‘ worden war. Das letztgenannte Myzel musste 
erst auf ein agarhaltiges Medium übertragen werden, um von neuem in 
die Nährlösung geimpft werden zu können. Als Substrat für dieses Impf- 
myzel konnte bloss ein ,,synthetischer‘‘ Agar in Frage kommen, bestehend 
aus einer Nährlösung derselben Zusammensetzung wie in Versuch 8 sowie 
1,5% Agar, welch letzterer durch gründliches Waschen mit destilliertem 
Wasser von wasserlöslichen Wuchsstoffen befreit worden war. 

Als Objekt für diese Untersuchung wählte ich Stamm E. Um schon 
durch die vorbereitende Züchtung des Impfmyzels auf dem synthetischen 
Agar eine Vorstellung zu gewinnen, ob sich die Physiologie des Pilzes 
verändert hatte, führte ich einen Versuch aus, in dem das von Versuch 
8 übertragene Myzel und Myzel, welches ununterbrochen auf Malzagar 
gezüchtet worden war (Stammkultur), teils auf den „synthetischen“ Agar, 
teils auf Malzagar geimpft wurden. Um gleichzeitig festzustellen, ob der 
„synthetische“ Agar biotinfrei war, impfte ich auf beide Substrate teils M. 
androsaceus, der nach Versuch 3 einen Zusatz von Biotin fordert, teils 
М. scorodonius, der nach demselben Versuch einen solchen Zusatz nicht 
braucht. 


Versuch 10. Züchtung von Stammkulturmyzel und einem von Versuch 8 über- 
tragenen Myzel von Marasmius perforans E sowie von M.androsaceus В und М. scoro- 
donius A auf gewaschenem Agar + synthetischer Nährlösung und auf Malzagar (Tab. 22). 


Der „synthetische“ Agar wurde folgendermassen bereitet: 15 g Agar wurden in 
einem Kolben mit ca. 1 Liter destilliertem Wasser versetzt. Nachdem der Agar 
gequollen und auf den Boden gesunken war, wurde der grössere Teil des Wassers 
vorsichtig abgegossen, worauf neues destilliertes Wasser zugefüllt wurde. Dieses Ver- 
fahren wurde eine Woche lang ein paarmal täglich wiederholt. Nach dem letzten 
Dekantieren wurden die erforderlichen Mengen Glykose, Nährsalze und Aneurin 
zugesetzt, und die Wassermenge auf 100 ccm gebracht. Durch Aufkochen wurde 
der Agar gelöst, worauf Sterilisierung und Giessen von Platten in gewöhnlicher Weise 
erfolgte. 

Nachdem Versuch 8 112 Tage stattgefunden hatte, wurde das Myzel aus einem 
Kolben mit Stamm E in eine sterile Petrischale gebracht, mit einem sterilen Skalpell 
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zerstiickelt und teils auf fiinf Platten aus ,,synthetischem“ Agar, teils auf fiinf Platten 
aus gewöhnlichem Malzagar geimpft. Gleichzeitig wurden die Stammkultur des- 
selben Stammes sowie M. androsaceus und M. scorodonius von Malzagar auf je gleich 
viele Platten dieser beiden Medien geimpft. Nach 14 Tagen wurde das Längen- 
wachstum der Myzelien längs vier Radien auf jeder Platte gemessen und die Mittel- 
werte der erhaltenen Resultate berechnet. 


Tabelle 22. 

Das Wachstum von Marasmius perforans, M. androsaceus und M. scoro- 
donius auf gewaschenem Agar + synthetischer Nährlösung und auf Malzagar 
(Versuch 10). 

Versuchszeit: 14 Tage. 


Radiales Wachstum inmm 


Versuchsobjekt Agar + syn- 
thetische Malzagar 
Nährlösung 


М. perforans E: 


Stammkultur . .... 1 | 24 
Myzel von Versuch8. . 1 18 
М. androsaceus В . . . 1 87 
М. scorodonius А . . . 33 >45 


M. androsaceus konnte nicht auf dem ,,synthetischen‘‘ Agar auswachsen, 
was zeigt, dass dieses Substrat frei von Biotin war. M. scorodonius, der 
nicht biotinheterotroph ist, wuchs dagegen gut auf diesem Substrat. Die 
beiden Myzelien von M. perforans verhielten sich ungleich. Das Stamm- 
kulturmyzel wuchs nicht auf dem „synthetischen“ Agar aus, das von Ver- 
such 8 übertragene Myzel zeigte dagegen ein zwar langsames, aber doch 
deutliches Wachstum auf diesem Substrat. 

Durch Versuch 11 wurden die Wachstumskurven für das Stammkultur- 
myzel und für das von Versuch 8 übertragene Myzel von M. perforans 
festgestellt. Die Myzelien wurden teils auf Nährlösung A mit Aneurin 
gezüchtet, teils auf dieser Nährlösung, versetzt mit 3 my Biotin je Kolben. 


Versuch 11. Das Wachstum verschiedener Myzelien von Marasmius perforans E 
(Stammkulturmyzel und Myzel von Versuch 8) in aneurinhaltiger synthetischer Nähr- 
lösung mit und ohne Zusatz von Biotin (Tab. 23, Fig. 4). 

Nährlösung A. 

Reihen: a) 1 y Aneurin je Kolben. 


b) 1 y Aneurin + 3 my Biotin je Kolben. 


Für das Impfen wurden die Kulturen in Versuch 10 verwendet. Das Stamm- 
kulturmyzel wurde von Malzagar verimpft, das von Versuch 8 übertragene Myzel 
dagegen von dem „synthetischen“ Agar. 6 Parallelkolben. 
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belle 23. 


Das Wachstum verschiedener Myzelien von Marasmius perforans Е in aneurin- 
haltiger synthetischer Nährlösung mit und ohne Zusatz von Biotin (Versuch 11). 


Stammkulturmyzel Myzel von Versuch 8 
| Ver- | no: ly Aneurin + А ly Aneurin + 
suchs- ly Aneurin 3 my Biotin ly Aneurin 3 my Biotin 
zeit in, | SE = 
Tagen | Trocken- Trocken- Trocken- Trocken- | 
gewicht | pH: 5,5 gewicht | pH: 5,5 gewicht | pH: 5,5 | gewicht | pH: 5,5 
mg l | mg | | mg | | | mg | | 
| | | | | 
15 | 0% 5,5 os | 58 0,9 5,5 24 | 52 
30 | 1,0 5,4 21 | 5,3 7,6 5,0 15,3 | 4,5 
50 | 5,7 4,7 10,2 4,3 42,1 40 65,8 | 3,8 
65 | 11,8 | 4,0 28,7 39 | 76,9 3,4 72,5 | 34 | 
| } | | 
80 | 41,9 3,8 61,4 3,6 51,5 42 | 477 | 42 | 
95 73,9 4,0 68,6 | 3,8 42,9 4,2 43,4 4,2 


Fig. 4. Das Wachstum verschiedener Myzelien von Marasmius perforans Е in aneurin- 
haltiger synthetischer Nährlösung mit (————— ) und ohne ( ) Zusatz von Biotin. 
а, a: Stammkulturmyzel; b, b,: Myzel von Versuch 8 (Versuch 11). 


5— 43761 Symb. Bot. Ups. VIII: 2 


uVD1A LINDEDENG 


Die Wachstumskurve des Stammkulturmyzels in der biotinfreien Losung 
zeigt gute Ubereinstimmung mit der Wachstumskurve desselben Myzels 
in Versuch 8. Maximale Wachstumsgeschwindigkeit wurde bei beiden Ver- 
suchen erst im dritten Versuchsmonat erreicht. Das von Versuch 8 iiber- 
tragene Myzel wies dagegen in Versuch 11 eine erheblich verkiirzte Induk- 
tionszeit auf. Die Wachstumsgeschwindigkeit war fiir dieses Myzel im 
zweiten Versuchsmonat am grössten. Der Biotinzusatz bewirkte eine Ver- 
kürzung der Induktionszeit für beide Myzelien, und der Effekt war in 
beiden Fällen ungefähr gleich gross. 

Die mit dem Impfmaterial zugeführte Menge Wuchsstoffe muss in 
der Reihe mit dem Stammkulturmyzel grösser gewesen sein als in der 
mit dem „übertragenen“ Myzel. Da die Induktionszeit für das letztge- 
nannte trotzdem verkürzt war, kann man den Schluss ziehen, dass die oben 
erörterte „Anpassung“ an die synthetische Nährlösung wirklich eine 
Veränderung der Physiologie des Myzels bedeutete. Es lässt sich nicht 
mit voller Sicherheit entscheiden, worin diese physiologische Veränderung 
bestand. Da ein Zusatz von Biotin gleich starken Einfluss auf beide 
Myzelien hatte, halte ich es indes für unwahrscheinlich, dass sich die 
Fähigkeit, diesen Wuchsstoff zu synthetisieren, verändert hatte. Vielmehr 
dürfte die Synthese des unbekannten Wuchsstoffes bei dem ‚angepassten‘ 
Myzel an Intensität zugenommen haben. 

Noch ein weiterer Versuch, der darauf abzielte, den Einfluss gewisser 
Faktoren auf die Länge der Induktionsperiode zu beleuchten, sei hier 
wiedergegeben. Bei diesem stellte ich die Wachstumskurve für den Pilz 
fest, wenn dieser in Nährlösung A gezüchtet wurde, die in einer Reihe mit 
Aneurin, in einer anderen mit Pyrimidin und Thiazol und in einer dritten 
mit Aneurin und Mangan versetzt worden war. Das letztgenannte Metall 
ist, wie wir später (vgl. S. 125) sehen werden, von ausserordentlich grosser 
Bedeutung für das Wachstum von M. perforans. 


Versuch 12. Der Einfluss von Aneurin, Pyrimidin und Thiazol sowie von Mangan 
auf das Wachstum von Marasmius perforans A (Tab. 24, Fig. 5). 


Nährlösung A. 3 Reihen, siehe Tab. 24. 6 Parallelkolben. 


Das Wachstum in der Reihe, in der Aneurin durch Pyrimidin und Thia- 
zol ersetzt war, vollzog sich während der ersten 35 Tage etwas rascher als 
in der mit Aneurin. Im späteren Teil des Versuchs war der Unterschied 
zwischen der Wachstumsgeschwindigkeit des Pilzes in den beiden Reihen 
ziemlich gross. Die Induktionsperiode trat in der Reihe mit Pyrimidin und 
Thiazol weniger deutlich hervor als in der mit Aneurin. In der Reihe mit 
Mn-Zusatz war eine Induktionsperiode kaum zu bemerken. 
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Tabelle 24. 


Der Einfluss von Aneurin, Pyrimidin und Thiazol sowie von Mangan auf das 
Wachstum уоп Marasmius perforans A (Versuch 12). 


1 | 
we 0,626 y Pyrimidin + 0,425 ү ly Aneurin + 20 y 
ly уен Je Кош, Thiazol je Kolben, Mat, A H,O je 
Versuchs- Р kein Mn-Zusatz Kolben | 
zeit in = Е Е = u = 
Tagen Trocken- | pH: 55  Trockengewicht pH: 5,5 | Trocken- pH: 5,5 
| gewicht mg | | | mg { | gewicht mg | { 
15 3,1 5,3 4,8 5,1 7,1 5,1 
% | 64 4,9 8,9 | 4,8 19,2 4,8 
| 35 | 8,2 4,8 18,0 | 4,5 33,4 4,5 
48 | 37,5 4,3 76,8 4,4 82,1 Sg | 
| | 
| 55 | 556 4,2 95,1 3,5 109,7 | 3,6 


10 20 20 40 so co 


Fig. 5. Der Einfluss von Aneurin (a), Pyrimidin + Thiazol (b) sowie von Aneurin + 
Mangan (c) auf das Wachstum von Marasmius perforans A (Versuch 12). 
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Der Versuch zeigt, dass die sog. Induktionsperiode in verschiedener 
Weise mehr oder minder vollständig eliminiert werden kann. Der kräftige 
Effekt, der durch Zusatz von Mn erreicht wird, ist indes von besonderem 
Interesse. Wenn die Induktionsperiode, wie wir oben angenommen haben, 
hauptsächlich darauf beruht, dass ein für das Wachstum notwendiger 
Wuchsstoff während dieser Periode in suboptimalen Mengen gebildet 
wird, könnte man das Resultat von Versuch 12 so deuten, dass Mn die 
Synthese dieses Wuchsstoffs erleichtert oder seine Wirkung verstärkt. 
Weitere Untersuchungen über diese Fragen wären von grösstem In- 
teresse. 

Von besonderer Bedeutung sind in diesem Zusammenhang ROBBINS’ 
Untersuchungen über die Wachstumsbedingungen für Phycomyces Blakes- 
leeanus. Dieser Forscher fand (RoBBIns 1939 a, b), dass Phycomyces ausser 
Aneurin einen anderen organischen Faktor für maximales Wachstum, Spo- 
renkeimung sowie Gameten- und Zygotenbildung braucht. Diese unbe- 
kannte Substanz, für die Коввіхѕ die Bezeichnung Faktor Z eingeführt 
hat, besteht aus mindestens zwei Komponenten (ROBBINS & HAMNER 
1940). Sie wird von dem Pilz selbst aus den elementaren Bestandteilen der 
Nährlösung gebildet. Die Intensität der Synthese beruht unter anderm 
auf dem Alter des Myzels und scheint unter gewissen Bedingungen zu 
schwach zu sein, als dass das Wachstum mit maximaler Geschwindigkeit 
stattfinden könnte (ROBBINS 1940). 

Nach MELIN (1943, 1944) ist es wahrscheinlich, dass Roggıss’ Z-Faktor 
ziemlich allgemein in verschiedenen Arten von Streumaterial vorkommt 
und dass er eine wichtige Rolle für verschiedene Bodenpilze spielt, welche 
in mehreren Fällen diesen Faktor in suboptimaler Menge bilden. 

Untersuchungen über den Einfluss des von Phycomyces gebildeten Z- 
Faktors auf das Wachstum von Marasmius perforans habe ich nicht aus- 
geführt. Jedoch möchte ich auf die Möglichkeit hinweisen, dass es ausser 
Biotin der Z-Faktor ist, der in suboptimaler Menge von M. perforans ge- 
bildet wird, und dass die unzureichende Synthese dieser Substanzen die 
Ursache der Induktionsperiode bei den Wachstumsversuchen mit dem 
Pilze ist. Es hat den Anschein, dass bei gewissen Stämmen (z. B. Stamm 
В) der Biotinbedarf, bei andern (z. В. Stamm Е) der Bedarf an dem un- 
bekannten Faktor dominiert. Bei langer Züchtung auf synthetischem 
Substrat, das keinen andern Wuchsstoff als Aneurin enthält, scheint durch 
einen Anpassungsprozess das Vermögen, den letztgenannten Faktor zu 
synthetisieren, gesteigert zu werden. 
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2. Aneurin als wachstumsbegrenzender Faktor. 


Der Bedarf der Pilze an Wuchsstoffen ist im vorhergehenden vom quali- 
tativen Gesichtspunkt behandelt worden. Im folgenden soll die quantita- 
tive Wirkung des Aneurins und Biotins besprochen werden. Die Frage- 
stellung ist in diesem Fall: Kann bei Anwesenheit einer gewissen Quantität 
eines dieser Wuchsstoffe bloss eine gewisse, durch diese Quantität be- 
stimmte Myzelmenge gebildet werden? 


a. Methodisches. 

Seitdem 1лЕвїє (1855, S. 105) sein sog. Minimumgesetz aufgestellt 
hat, hat sich die Auffassung von dem Zusammenspiel der wachstumsbegren- 
zenden Faktoren dank den Untersuchungen von MITSCHERLICH, BAULE 
u.a. wesentlich verändert (MITSCHERLICH 1921, vgl. auch die zusammen- 
fassende Arbeit von RomELL 1926). Die moderne Ansicht in dieser Frage 
lässt sich vielleicht am einfachsten durch LIEBSCHERs schon 1895 (S. 216) 
formuliertes ,,Optimumgesetz‘‘ wiedergeben: „Die Pflanze kann den im 
Minimum vorhandenen Produktionsfaktor zu um so grösserer Produktion 
benutzen, je mehr die anderen Produktionsfaktoren sich für sie im Optimum 
befinden.“ Die Gültigkeit dieses Satzes bei Züchtungsversuchen mit Pilzen 
ergibt sich u.a. aus PRINGsHEIMS (1914) und NIETHAMMERS (1925) Ar- 
beiten. 

Will man experimentell den maximalen Wirkungsgrad eines Produk- 
tionsfaktors studieren, so muss man also darauf sehen, dass alle übrigen 
Faktoren so weit wie möglich optimale Werte erhalten, während dem 
Faktor, den man untersuchen will, ganz niedrige, suboptimale Werte zuer- 
teilt werden. 

Ausgehend von diesem Gedankengang, hat Fries (1938) eine Methode 
für das Studium des Einflusses von Wuchsstoffen auf Pilze ausgearbeitet, 
mit der er in erster Linie entscheiden konnte, ob ein Zusatz eines bestimm- 
ten Wuchsstoffs absolut notwendig für die Entwicklung der Pilze war, 
und durch die er, wenn es sich so verhielt, auch einen zahlenmässigen Aus- 
druck für den Wirkungsgrad des Wuchsstoffs erhielt. 

Bei dieser Methode werden die Pilze in einer Nährlösung gezüchtet, 
die, mit Überschuss des betreffenden Wuchsstoffs versetzt, eine üppige 
Entwicklung des Myzels gestattet. Bei den Versuchen wird der Wuchs- 
stoff indes in so kleinen Mengen zugesetzt, dass die Myzelerzeugung bloss 
einen Bruchteil der Produktion erreicht, welche bei Anwesenheit von 
Überschuss desselben Wuchsstoffs möglich ist. Die Versuche werden als 
Zeitserien vorgenommen, wodurch die Wachstumskurven der Objekte be- 
stimmt werden können. Wenn das Wachstum zum Stillstand kommt, 
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wird ein Überschuss des Wuchsstoffs zugesetzt. Wenn dieser Zusatz zur 
Folge hat, dass das Wachstum wieder beginnt, kann man mit Sicherheit 
den Schluss ziehen, dass das erste Aufhören des Wachstums darauf beruhte, 
dass der Wuchsstoff verbraucht war, und dass den Pilzen unter den ge- 
wählten Versuchsbedingungen gänzlich die Fähigkeit fehlt, selbst den 
betreffenden Wuchsstoff zu bilden, d.h. dass sie absolut heterotroph in 
bezug auf diesen Wuchsstoff sind. Unter der Voraussetzung, dass die mit 
der suboptimalen Wuchsstoffmenge erhaltene Myzelmenge klein ist, kann 
man annehmen, dass die übrigen Produktionsfaktoren annähernd optimal 
geblieben sind, und dass also keine anderen Faktoren als der Wuchsstoff 
wesentlich begrenzend auf das Wachstum gewirkt haben. Man kann dann 
voraussetzen, dass das Verhältnis zwischen der gebildeten Myzelmenge und 
der verbrauchten Wuchsstoffmenge das maximale Wirkungsvermögen des 
Wuchsstoffs ausdrückt. 

FrıEs studierte nach dieser Methode hauptsächlich die Wirkung von 
Aneurin auf das Wachstum verschiedener Pilze, vor allem Polyporazeen, 
unter denen er mehrere absolut aneurinheterotrophe Arten fand. Der 
Myzel-Aneurin-Quotient (l. c., S. 94) war für aneurinheterotrophe Pilze 
mit ganz verschiedener systematischer Stellung ungefähr derselbe, näm- 
lich etwa 1- 106. MELIN & Nyman (1940) bedienten sich derselben Methode 
beim Studium des Aneurinbedarfs verschiedener Mykorrhizapilze. Auch 
unter diesen Pilzen fanden sich absolut aneurinheterotrophe Arten. Kürz- 
lich hat Frres (1942, 1943 с) mit derselben Methodik nachgewiesen, dass 
Vitamin В, (Adermin) ein notwendiger Wuchsstoff für verschiedene 
Ophiostoma-Arten ist. 

Wie oben bemerkt, hat SCHOPFER bereits 1935 (ScHOPFER 1935 b) 
die quantitative Wirkung von Aneurin auf Phycomyces Blakesleeanus kon- 
statiert. Um zu ermitteln, ob das Aneurin beim Stickstoffumsatz des 
Pilzes mitwirkt, führte SCHOPFER (l. с.) umfassende Versuche aus, bei 
denen die Konzentration des Aneurins und der Stickstoffquelle, des Aspara- 
gins, gleichzeitig variiert wurde. Bei jeder Asparaginkonzentration nahm 
das Myzeltrockengewicht anfangs mit der Aneurinmenge zu. Nachdem 
eine der zugänglichen Stickstoffmenge entsprechende Myzelmenge gebildet 
worden war, hatte ein weiterer Aneurinzusatz keine Wirkung. 

Die Aneurinmenge, die gerade erforderlich ist, um bei einer gegebenen 
Asparaginkonzentration die maximale Myzelmenge zu bilden, bezeichnet 
SCHOPFER als „optimal“ (,,dose optimale“ oder ‚dose critique‘‘). Der aus 
der „optimalen“ Aneurinmenge und der entsprechenden Myzelmenge be- 
rechnete Aneurin-Myzel-Quotient hat nach SCHOPFER einen von der Aspara- 
ginkonzentration unabhängigen und nahezu konstanten Wert von 5- 10 °. 
Dies bedeutet nach ihm, dass bei Zusatz einer „optimalen“ Aneurinmenge 


PHYSIOLOGIE LIGNINABBAUENDER BODENHYMENOMYZETEN 71 


ca. 5 my Aneurin zur Bildung von 1 mg Myzel notwendig sind. Diese 
Aneurinmenge betrachtet SCHOPFER als eine biologische Konstante, die 
„Phycomyces-Einheit‘“. 

Aus SCHOPFERSs Versuchen geht indes hervor, dass suboptimale Aneurin- 
mengen um so besser von dem Pilz ausgenutzt werden, je näher dem Op- 
timum die Asparaginkonzentration liegt. Die gegen steigende Vitamin- 
menge aufgezeichneten Erntekurven, die je für sich bestimmten Asparagin- 
konzentrationen entsprechen, haben vom Nullpunkt an getrennten Verlauf 
und gehen mit einer gleichmässigen Krümmung in horizontale Linien 
über, welche zum Ausdruck bringen, dass die Stickstoffmenge allein das 
Wachstum begrenzt (ScHOPFER 1935 b, S. 518). Einen bestimmten Punkt 
anzugeben, in dem jede Kurve horizontal wird, ist sehr schwierig. In- 
folgedessen ist die Feststellung der „optimalen“ Aneurinmenge bis zu 
gewissem Grade willkürlich und die Berechnung der Phycomyces-Einheit 
in demselben Grade unsicher. 

Ausserdem muss man gegen SCHOPFERS Versuche einwenden, dass aus 
ihnen keineswegs sicher hervorgeht, dass die „optimale“ Aneurinmenge 
in den verschiedenen Fällen wirklich bei der Myzelbildung verbraucht 
worden ist. SCHOPFERS Kurven zeigen, dass der Effekt des Aneurins rasch 
abnimmt, wenn sich seine Konzentration dem optimalen Wert nähert. 
Deshalb ist es wahrscheinlich, dass bei dem sog. Optimum das Aneurin 
nicht verbraucht worden ist. In den Fällen, wo die Asparaginkonzentra- 
tion höchstens 1 °/,, beträgt, kann man dagegen mit Sicherheit sagen, dass 
der Stickstoff in dem genannten Punkt verbraucht ist. Die optimale Aneurin- 
menge, mit der SCHOPFER bei Bestimmung seiner sog. Phycomyces-Ein- 
heit rechnet, umfasst also wahrscheinlich teils eine Quantität Aneurin, 
die der Pilz bei der Myzelbildung verbraucht, teils eine Quantität, die 
er — infolge Stickstoffmangels — nicht auszunutzen vermag. Der Wert 
der Phycomyces-Einheit als biologische Konstante erscheint mir deshalb 
zweifelhaft. Endlich sei darauf hingewiesen, dass die Versuchsresultate 
keine Schlüsse in bezug auf den Zusammenhang des Aneurins mit dem 
Stickstoffumsatz gestatten, was SCHOPFER auch selbst später zugegeben 
hat (SCHOPFER 1937 а, S. 422; 1939, S. 36). 

Meiner Ansicht nach ist es am richtigsten, beim Studium der quanti- 
tativen Wirkungen des Aneurins solche Versuchsbedingungen anzustreben, 
dass die Wirkung des Wuchsstoffs maximal wird. Bei meinen Untersu- 
chungen über die quantitative Wirkung des Aneurins auf die Marasmius- 
Arten wählte ich deshalb eine Methodik, die grundsätzlich mit dem oben 
erwähnten Verfahren von FrıEs übereinstimmt, d.h. das Aneurin wurde 
in suboptimalen Mengen zugesetzt, während allen übrigen Faktoren so- 
weit wie möglich optimale Werte zuerteilt wurden. 
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Um bei den Experimenten méglichst gute Wachstumsbedingungen 
fiir die verwendeten Pilze zu schaffen, fand ich es indes notwendig, die 
von FRIES angewandte Methodik in gewissen Beziehungen zu modifizieren. 

Wie bereits auf S. 41 bemerkt, wurde bei sämtlichen Versuchen mit 
Nährlösungen darauf gesehen, dass die Impfstücke auf der Oberfläche 
schwammen. Hinsichtlich der Zusammensetzung der Nährlösung habe ich 
einleitend bemerkt, dass ich im Verlauf der Untersuchung imstande war, 
dieselbe sukzessiv zu ergänzen und zu verbessern. Als ich im Begriff 
stand, meine Untersuchung über die quantitative Wirkung des Aneurins 
auf die verschiedenen Marasmius-Arten zu beginnen, hatte ich durch 
Studien über den Einfluss verschiedener Metalle auf die Pilze gefunden, 
‚dass sowohl Zn als Ca und Mn grosse Bedeutung für dieselben haben (8. 
116 #.). Der Nährlösung, die ich bei dieser Untersuchung benutzte, setzte 
ich deshalb ausser Ca, welches auch in der von FRIES verwendeten Nähr- 
lösung enthalten ist, auch Zn und Mn zu. 

Ausserdem vereinfachte ich die Methodik von ЕвтЕз dadurch, dass ich 
die suboptimalen Aneurinmengen vor dem Autoklavieren der Nährlösung 
zusetzte. Gegen dieses Verfahren kann man einwenden, dass der Wuchs- 
stoff beim Autoklavieren eine gewisse Zersetzung erfahren kann. Die 
Zersetzungsgeschwindigkeit des Aneurins ist indes stark vom pH der Lösung 
abhängig. In saurer Lösung ist es bedeutend stabiler als in neutraler oder 
alkalischer (VoGEL 1943, S. 219). Die von mir benutzte Nährlösung war 
schwach sauer, und das Autoklavieren erfolgte verhältnismässig rasch. 
Deshalb dürfte das Aneurin nur unbedeutend beeinflusst worden sein. 
Eine durch die Erhitzung verursachte Spaltung des Aneurins in Pyrimidin 
und Thiazol ist übrigens in diesem Fall ohne Bedeutung, da ja diese beiden 
Verbindungen zusammen nach Versuch 7 Aneurin für die fraglichen Pilze 
vollständig ersetzen können. Bemerkt sei auch, dass Frızs (1938, S. 93) 
bei einem vergleichenden Versuch durch Zusatz von 10 my Aneurin je 
Kolben ein und dieselbe Myzelmenge des absolut aneurinheterotrophen 
Pilzes Polyporus adustus erhielt, gleichviel ob das Vitamin autoklaviert 
worden war oder nicht. 


b. Versuche. 


In den Versuchen 13 und 14 studierte ich das Wachstum der verschie- 
denen Marasmius-Arten in Gegenwart suboptimaler Aneurinmengen. 

Eine eingehende Untersuchung über die Abhängigkeit des Aneurin- 
effekts von der Zusammensetzung der Nährlösung im übrigen habe ich 
nicht vorgenommen. Da ich bei den Untersuchungen über den Effekt 
suboptimaler Aneurinmengen eine Nährlösung zu benutzen gedachte, die 
mit Ca und Mn versetzt war, und da diese Metalle bei meinen früheren 
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Aneurinversuchen nicht zugesetzt worden waren, beschloss ich indes, erst 
in einem besonderen Versuch, wenn auch sehr unvollständig, ihren Ein- 
fluss auf den Aneurineffekt zu studieren. Als Objekt für diese Untersuchung 
wählte ich M. scorodonius. 


Versuch 13. Der Einfluss von 10 my Aneurin auf das Wachstum von Marasmius 
scorodonius A in einer Nährlösung mit und ohne Zusatz von Kalzium und Mangan 
(Tab. 25, Fig. 6). 

Grundlösung: Nährlösung A. 

Reihen: 


I. Kein Zusatz von Ca und Mn. 
a) Kein Zusatz von Aneurin. 
b) 10 my Aneurin je Kolben. 
П. Zusatz von 0,5 mMol CaCl,.6H,O + 0,05 mMol MnSO,.4H,O je Liter 
Nährlösung. 
a) Kein Zusatz von Aneurin. 
b) 10 my Aneurin je Kolben. 
4 Parallelkolben. 


In den Kontrollkolben (Reihe Та und Па) betrug das Myzeltrocken- 
gewicht nach 85 Tagen in der Reihe ohne Metallzusatz 0,7 mg und in der 
mit Metallzusatz 4,7 mg. In Gegenwart von 10 my Aneurin nahm das 
Myzeltrockengewicht langsam zu, bis es nach 55 Tagen in der Reihe ohne 
Metallzusatz 12,3 mg und in der mit Metallzusatz 25,7 mg betrug. Hierauf 
hörte das Wachstum auf. Als nach 67 Tagen in 4 Kolben aus jeder dieser 
Reihen je 1 ү Aneurin zugesetzt wurde, begann das Myzel in diesen Kol- 
ben wieder zu wachsen, und nach weiteren 18 Tagen hatte die Myzelmenge 
auf 17,8 mg (kein Metallzusatz) bzw. 37,4 mg (Metallzusatz) zugenommen. 

Da die Wachstumshemmung in den beiden Reihen durch erneuten 
Aneurinzusatz behoben werden konnte, muss sie in beiden Fällen durch 
Aneurinmangel verursacht worden sein. Der Pilz konnte also nicht selbst 
Aneurin bilden, sondern erwies sich als absolut aneurinheterotroph, mochte 
nun die Nährlösung mit Ca und Mn versetzt sein oder nicht. Dagegen stei- 
gerten diese Metalle die Fähigkeit des Pilzes zur Ausnutzung des Aneurins 
erheblich: durch einen Zusatz von Ca und Mn verdoppelte sich die Myzel- 
menge, die maximal in Anwesenheit von 10 my Aneurin gebildet werden 
konnte. Noch auffallender war der Unterschied zwischen den Myzelmengen 
in den beiden Kontrollen. 

Die Ursache des Metalleffekts muss gewesen sein, dass der Gehalt der 
Nährlösung an Ca und Mn suboptimal war, wenn nicht Salze dieser Metalle 
besonders zugesetzt wurden. Ohne solchen Zusatz konnte der Pilz deshalb 
den im Minimum vorhandenen Produktionsfaktor, das Aneurin, nicht so 
gut ausnutzen, wie wenn die genannten Metalle zugesetzt wurden. 
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Tabelle 25. 


Der Einfluss von 10 my Aneurin auf das Wachstum von Marasmius scorodonius A 
in einer Nährlösung mit und ohne Zusatz von Kalzium und Mangan (Versuch 13). 


Kein Zusatz von Zusatz von Ca 
Ver- Ca und Mn und Mn 
suchs- 
zeit in | Trocken- Trocken- 
Tagen gewicht | pH: 5,5 gewicht |pH: 5,5 
mg | | mg { 
15 4,0 5,1 DA 4,9 
25 6,4 4,9 14,9 4,8 
35 8,6 4,9 16,8 4,8 
45 10,3 4,7 215 | 5,0 
55 12,3 47 25,7 5,8 
65 11,0 47 28,8 5,3 
75 11,6 4,7 25,6 5,8 
85 10,5 4,7 248 | 5,8 
67 + 18! 17,8 | 4,6 37,4 5,6 
Kontrollen: Ohne Са und Mn 0,7 mg nach 85 Tagen. 
Mit » » » 47 >» a » > 
mg 
40 
50 
b 
20 
70 a 
Tage 
= a  —. 
10 20 30 40 50 бо 70 до 90 


Fig. 6. Der Einfluss von 10 Y Aneurin auf das Wachstum von Marasmius scorodonius A 
in synthetischer Nährlösung mit (b) und ohne (a) Zusatz von Ca und Mn; 
me : Wachstum nach Zusatz von 1 Y Aneurin je Kolben (Versuch 13). 


Wie kommt es, dass das Myzel in der Kontrolle so kräftig auf den Me- 
tallzusatz reagierte? Hier muss ja die Disproportion zwischen dem Gehalt 
der Lösung und des Impfmaterials an den Metallen einerseits und an Aneu- 
rin andererseits geringer gewesen sein als in der Reihe mit 10 my Aneurin. 
Folglich müsste auch die relative Wirkung der Metalle auf den Myzel- 
ertrag schwächer gewesen sein als in der letztgenannten Reihe. Diese 
Frage muss hier unbeantwortet bleiben. Indes möchte ich in diesem Zu- 


1 Nach so vielen Tagen, wie die erste Zahl angibt, wurde jedem dieser Kolben 1 ү 
Aneurin zugesetzt. Nach weiteren so vielen Tagen, wie die zweite Zahl angibt, wurden 
die Kolben abgeerntet. 
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sammenhang daran erinnern, dass FRIES (1938) konstatiert hat, dass der 
absolut aneurinheterotrophe Pilz Valsa pini bei Ziichtung in einer biotin- 
haltigen, aber aneurinfreien Lösung eine Myzelmenge bildete, die über- 
raschend gross im Verhältnis zu der Menge war, welche gleichzeitig in 
der biotin- und aneurinfreien Kontrollreihe erhalten wurde. Ebenso ver- 
hielt sich bei meinen eigenen Untersuchungen Marasmius androsaceus 
(Tab. 16, 8. 52), der sich, wie wir später sehen werden, auch als absolut 
aneurinheterotroph erwies. Es ist ja nicht ausgeschlossen, dass beide oder 
eines der Metalle Ca und Mn von Bedeutung für eine durch den Pilz be- 
wirkte Synthetisierung eines organischen Wachstumsfaktors sind, der 
seinerseits einen gleichartigen Effekt hat wie das Biotin in der Versuchen 
mit Valsa pini und Marasmius androsaceus. 

Berechnet man nach Frīzs (l. с.) den sog. Myzel-Aneurin-Quotienten 
für M. scorodonius in Versuch 13, so erhält man bei Korrektion unter 
Berücksichtigung der Kontrollwerte in der Reihe mit Са und Mn 2,1 · 10% 
und in der ohne diese Metalle 1,2 · 10%. Die Versuchsresultate zeigen also, 
dass man die Metalle Ca und Mn zusetzen muss, wenn man eine Nähr- 
lösung zu erhalten wünscht, in der der Effekt des Aneurins maximal ist. 


Versuch 14. Der Einfluss von 10 my Aneurin auf das Wachstum verschiedener 
Marasmius-Arten. (Tab. 26, Fig. 7-8.) 
Nährlösung A mit Zusatz von 0,5 mMol CaCl,.6 H,O und 0,05 mMol MnSO,. 
A HO je Liter. Jedem der Kolben, die mit M. androsaceus geimpft wurden, wurden 
10 my Biotin zugesetzt. 
Reihen: a) Kontrolle. 
b) 10 my Aneurin je Kolben. 
4 Parallelkolben. 


Wie die Kurven in Fig. 7-8 veranschaulichen, verhielten sich die ver- 
schiedenen Marasmius-Arten in etwas ungleicher Weise gegenüber der 
bei dem Versuch verwendeten Aneurinkonzentration. Sie lassen sich in 
zwei Gruppen einteilen. 

Ein typischer Repräsentant für die eine dieser Gruppen ist M. epi- 
phyllus. Bei diesem Pilz hörte das Wachstum nach ca. 40 Tagen auf, 
als 29 mg Myzel gebildet worden waren. Hierauf begann die Myzelmenge 
abzunehmen. Als nach 50 Tagen Überschuss von Aneurin zugesetzt wurde, 
begann der Pilz indes von neuem rasch zu wachsen. 

Dieses Versuchsresultat muss so gedeutet werden, dass der wachsende 
Pilz Aneurin verbrauchte, und dass das Wachstum schliesslich infolge von 
Aneurinmangel zum Stillstand kam. Allmählich verursachte der Aneurin- 
mangel Autolyse des Myzels. Durch erneuten Aneurinzusatz konnte diese 
Autolyse jedoch sofort behoben und das Wachstum wieder in Gang ge- 
bracht werden. 
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Tabelle 26. 


Der Einfluss von 10 my Aneurin auf das Wachstum verschiedener Marasmius- 
Arten (Versuch 14). 


a) M. alliaceus. 


Versuchszeit in Tagen 10 | 20 30 40 | 55 80 
Trockengewicht in mg 1,5 | 9,4 16,9 35,8 61,1 70,8 
pH: 5,5 — | 5,4 | 5,0 4,8 | 4,7 4,6 4,6 


Kontrolle: 4,0 mg nach 80 Tagen. 
91 > » 45 » 
65 » » 60 » 


b) M. androsaceus B. 


| Versuchszeit zm messe! 20: | 28 | 35 | 4 | 55 | 65 | 75 | 85 57418 
Trockengewicht in mg| 6,3 | 14,6 | 17,4 | 24,3 | 23,0 Е | 20,2 | 20,5 || 41,8 
pH: 5,5 — | 46 | 44 | 44 | 44 | 4,6 | 48 | 5.2 | ва 4,4 
Kontrolle: 4,1 mg nach 85 Tagen. 

е) М. chordalis. 

Versuchszeit in Tagen 10 | 20 30 | 40 | 50 | 60 | 75 60 + 15! 
Trockengewicht in mg St | 6,3 11,4 13,1 | 14,6 | 14,3 | 15,0 46,3 | 
phe De 54 | 50 | in | 47 | 46 | 46 | 45 4,8 
Kontrolle: 2,0 mg nach 75 Tagen. 

d) M. epiphyllus. 

Versuchszeit in Tagen 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 62 50 + 12! 
Gerben eege їп ни 4,7 | 10,9 | 16,2 | 29,4 | 22,6 | 17,8 61,4 | 

| бй: Ба е» І 5з | 48 | 4,5 | 4,3 | 40 | 4,0 Е 1,2 
Kontrolle: 2,5 mg nach 62 Tagen. 

e) M. foetidus A. 
Versuchszeit in Tagen | 10 | 20 | 33 | 45 | 60 | 70 | вз 70413" | 

Trockengewicht in mg | 25 | 50 | 94 | 138 | 154 | 170 | 160 290 | 
pH: 55 — 50 | 4,6 | 4з | Aal 42 | 41 ES 87 | 


Kontrolle: 3,9 mg nach 83 Tagen. 


1 Siehe Fussnote S. 74. 
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f) M. fulvobulbillosus B. 


| Versuchszeit in Tagen | 10 | 20 30 | 40 | 50 60 70 85 | 
Us _ | | 
| Trockengewicht in mg | 1,8 | 61 | 132 | 162 | 165 | 218 | 264 | 33, | 
pH: 5,5 — | te | а] æl asl om | жь ла | An | 
Kontrolle: 2,9 mg nach 85 Tagen. 
g) M. graminum. 
| Versuchszeit in Tagen 10 20 25 30 | 35 40 45 | 54 45 + 9! | 


8,4 | 16,2 | 18,7 | 19,7 | 21,6 22,0 21,9 | 26,9, 94,6 


4,6 4,5 45 | 45 44 44 | 4,8 | 4,2 


Trockengewicht in mg | 


| pH: 5,5 — 4,8 


Kontrolle: 3,0 mg nach 20 Tagen. 
1,6 » » 40 » 


h) М. perforans A. 


Versuchszeit in ‘Tagen 10 20 30 | 40 | 50 | 60 | тї GO 4 11! 


Trockengewicht in mg | 2,3 5,8 | 10,4 | 13,1 | 14,2 18,0 18,6 37,8 


| pH: 5,5 — | aal 45 | 4з | 4з | 42' do | 48 41 | 


Kontrolle: 3,3 mg nach 71 Tagen. 


i) ЛГ. peronatus A. 


Versuchszeit in Tagen 10 | 20 30 40 55 65 78 86 | 97 

Trockengewicht in mg 1,1 | 45 13,4 22,8 | 24,7 31,1 37,0 41,4 | 48,0 | 
| | 

pH: 5,5 — 5,4 | 4,8 | 44 4,3 | 4,0 4,0 4,0 4,0 3,9 | 


Kontrolle: 3,0 mg nach 97 Tagen. 


1) M. putillus. 


Versuchszeit in Tagen 10 | 20 | зо | чо | 55 | 65 | вз ||66+1s' 
e | | 
| 
Trockengewicht in mg 1,5 2,9 6,4 85 | 14,9 14,0 | 15,6 686,5 
pH: 5,5 — 5,0, | 4,8 46 | 46 | 4з, 4,5 | 44 || 3,9 


Kontrolle: 1,9 mg nach 83 Tagen. 


1 Siehe Fussnote 8. 74. 
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k) М. ramealis С. 


Versuchszeit in Tagen | 15 | 30 45 | 55 | 65 | 75 85 | 95 | 65 + 10! 
| Trockengewicht in mg | 41 | 12,6 | 18,1 | 22,6 | 20, (22 | 25,2 | 299 | 44,3 


| 
pH: 55 — 40 | 44 | Aal 48 | Aal as | 48 | 42 4,2 


Kontrolle: 3,8 mg nach 30 Tagen. 
8 > » 65 » 

6,2 >» » 75 » 

7,4 >» » 85 » 


1) М. rotula С. 


1 | | | I 
Versuchszeit in Tagen 10 | 20 30 40 50 62 50+ 12! 
Trockengewicht in mg 5,0 13,5 22,4 24,4 25,1 18,2 38,9 
pH: 55— 5è | 48 | Ar | as | 44 A8 43 


Kontrolle: 1,3 mg nach 62 Tagen. 


Der Pilz gehört hinsichtlich seines Verhaltens zu Aneurin zu demselben 
Typus wie Polyporus annosus und P. benzoinus, deren Wachstum in 
Anwesenheit suboptimaler Aneurinmengen von FRIES (1938) studiert wor- 
den ist. Auch bei diesen Pilzen trat, nachdem das Aneurin verbraucht 
war, Autolyse ein. Phycomyces Blakesleeanus, das klassische Objekt bei 
Untersuchungen über die Aneurinwirkung, soll in gewissen Nährlösungen 
nicht autolysiert werden, nachdem das Aneurin verbraucht ist (SCHOPFER 
1935 b, vgl. SCHOPFER 1939, S. 28, Магм & LUNDIN 1941), während er in 
Lösungen von anderer Zusammensetzung bei Aneurinmangel deutlicher 
Autolyse verfällt (Fries Lei Tritt Autolyse ein, nachdem das Aneurin 
verbraucht ist, so kann dies als ein sehr sicheres Zeichen dafür angesehen 
werden, dass dem Versuchsobjekt unter den herrschenden Versuchs- 
bedingungen die Fähigkeit zur Bildung von Aneurin gänzlich fehlt. Die 
genannten Pilze können deshalb ohne Bedenken als absolut aneurinhete- 
rotroph bezeichnet werden (Евтеѕ l. c., S. 158). 

Auch bei M. rotula und bis zu gewissem Grade bei M. androsaceus war, 
nachdem das Wachstum infolge von Aneurinmangel aufgehört hatte, eine 
gewisse Abnahme des Myzelgewichts festzustellen. Auch diese Pilze er- 
wiesen sich also deutlich als absolut aneurinheterotroph. 

Zu derselben Gruppe dürften mit gewissem Vorbehalt auch M. chor- 
dalis, M. foetidus, M. perforans und M. putillus zu rechnen sein. Nach 
50-70 Tagen kam das Wachstum bei diesen Pilzen zum Stillstand, nachdem 
sich eine Myzelmenge von 14-17 mg gebildet hatte. Hierauf blieb das 


1 Siehe Fussnote 8. 74. 
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Myzelgewicht während der weiteren Dauer des Versuchs unverändert. Ein 
Zusatz von Aneurin im Überschuss hatte zur Folge, dass das Wachstum 
wieder begann. 

Diese letztgenannten Pilze stehen hinsichtlich ihres Aneurinbedarfs 
dem von Frīzs (І. с.) untersuchten Pilz Polyporus adustus am nächsten, 
der dadurch charakterisiert ist, dass seine Wachstumskurve unter dem 
Einfluss suboptimaler Aneurinmengen allmählich sehr langsam in eine 
horizontale Linie übergeht, und dass keine Autolyse eintritt. Fries hält 
es nicht für ausgeschlossen, dass das Myzelwachstum bei dieser Art unter 
gewissen Umständen unabhängig von der zugesetzten Aneurinmenge 
weitergehen kann. Diese Möglichkeit kann auch bei den fraglichen Ma- 
rasmius-Arten nicht ganz von der Hand gewiesen werden. 

Für die Marasmius-Arten, die mit dem ebenerwähnten Vorbehalt als 
absolut aneurinheterotroph bezeichnet werden können, lassen sich nach 
den Versuchen 13 und 14 folgende Werte des Myzel-Aneurin-Quotienten 
berechnen: 


М. androsaceus 2,0 · 108 


М. chordalis 1,3 · 108 
М. epiphyllus 2,7- 108 
М. foetidus 1,3 - 108 
М. perforans Ltr 10° 
М. putillus 1,4- 106 
М. rotula 2,4 - 108 
М 


. scorodonius 2,1: 106 


М. peronatus kann als Vertreter der zweiten der beiden oben genannten 
Gruppen betrachtet werden. Bei diesem Pilz betrug das Myzeltrocken- 
gewicht nach 40 Tagen 22,8 mg. Hierauf kam das Wachstum fast ganz 
zum Stillstand, und nach weiteren 15 Tagen hatte das Myzelgewicht bloss 
auf 24,7 mg zugenommen. Im späteren Teil des Versuchs nahm das Wachs- 
tum indes mit etwas grösserer Geschwindigkeit seinen Fortgang. Nach 
97 Tagen, als die letzten Kolben des Versuchs abgeerntet wurden, hatten 
sich 48 mg Myzel gebildet. In der Kontrolle betrug die Myzelmenge nach 
derselben Zeit 3,0 mg. 

Dass dieser Pilz zu den aneurinheterotrophen Arten gerechnet werden 
kann, ist klar. Ohne Aneurinzusatz bildete er nicht mehr Myzel als mehrere 
der absolut aneurinheterotrophen Arten. Dass das Wachstum nahezu 
aufhörte, nachdem ca. 23 mg Myzel gebildet worden waren, kann so ge- 
deutet werden, dass die anfangs zugesetzte Aneurinmenge von 10 my ver- 
braucht war. Dies würde einen Myzel-Aneurin-Quotienten von ca. 2: 106 
bedeuten (Korrektion im Hinblick auf die Kontrolle), d.h. einen Wert 
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von derselben Gréssenordnung wie fiir die absolut aneurinheterotrophen 
Arten. 

Ebenso wie M. peronatus verhielt sich M. fulvobulbillosus. Nach 40 Ta- 
gen hörte das Wachstum fast völlig auf, nachdem sich 16 mg Myzel gebil- 
det hatten. Später setzte der Pilz sein Wachstum fort, und nach 85 Tagen 
betrug das Myzeltrockengewicht 33 mg. Wenn 16 mg als die Myzelmenge 
angesehen werden dürfen, die von 10 my Aneurin gebildet werden konnte, 
erhält man einen Myzel-Aneurin-Quotienten von 1.3: 108 (Kontrolle 2,9 
mg). 

Auch M. graminum dürfte zu dieser Gruppe zu zählen sein. Bei die- 
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(Versuch 14). 
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sem Pilze hörte das Wachstum nach 35 Tagen auf, als 22 mg Myzel ge- 
bildet waren. Derselbe Wert des Myzeltrockengewichts wurde auch nach 
40 und 45 Tagen erhalten. Nach weiteren 9 Tagen hatte indes das Trok- 
kengewicht auf 27 mg zugenommen. Dass jedoch der Aneurinzugang für 
die Wachstumsgeschwindigkeit bestimmend war, geht deutlich daraus her- 
vor, dass ein Zusatz von 1 ү Aneurin, der nach 45 Tagen erfolgte, eine 
ausserordentlich rasche Entwicklung des Myzels herbeiführte: in 9 Tagen 
nahm die Myzelmenge auf 95 mg zu. Bei diesem Pilz betrug der Myzel- 
Aneurin-Quotient 1,9 - 106. 

Noch komplizierter waren die Verhältnisse bei M. ramealis. Diese Art 
hatte nach 55 Tagen 23 mg Myzel gebildet. Während der nächsten 20 Tage 
blieb das Myzelgewicht unverändert, dann aber begann es wieder zuzu- 
nehmen und betrug nach 95 Tagen 30 mg. Auch bei diesem Pilz hatte 
ein Zusatz von 1 ү Aneurin, welcher nach 65 Tagen erfolgte, eine kräftige 
Wirkung, indem sich die Myzelmenge in 10 Tagen auf 44 mg vermehrte. 
M. ramealis bildete indes auch in der Kontrollreihe ziemlich grosse Mengen 
Myzel, und die Gewichtsziffern stiegen hier langsam, aber ununterbrochen 
während der ganzen Versuchsdauer. Ein Myzel-Aneurin-Quotient konnte 
deshalb nicht berechnet werden. 

Die hohen Gewichtsziffern in der Kontrollreihe sind sehr schwer er- 
klärlich. Nimmt man an, dass der Pilz in der aneurinfreien Nährlösung 
ein gewisses Vermögen hatte, Aneurin zu synthetisieren, so erscheint das 
zeitweilige Aufhören des Wachstums in der Reihe mit 10 my Aneurin 
sehr seltsam. Vielleicht liegt die Erklärung vielmehr darin, dass das My- 
zel von M. ramealis einen viskösen Schleim bildet, der nur in geringem 
Grade beim Waschen aus den Hyphen ausgelöst wird (vgl. unten M. allia- 
ceus). Mit gewissem Bedenken rechne ich deshalb den Pilz zu der 
M. peronatus-Gruppe. 

Wasser wurde in der Reihe mit M. fulvobulbillosus nach 60 Tagen und 
in den Reihen mit M. peronatus und M. ramealis nach 65 Tagen zuge- 
setzt (vgl. S. 41). In der Reihe mit M. graminum erfolgte kein Wasser- 
zusatz. Aus Tab. 26 und Fig. 8 geht hervor, dass das Wachstum bei M. 
fulvobulbillosus und M. peronatus nach dem ersten Aufhören schon wieder 
in Gang gekommen war, als der Wasserzusatz stattfand. Der Wasserzu- 
satz kann also bei diesen Pilzen keinen Einfluss auf die Form der Wachs- 
tumskurve gehabt haben. Bei M. ramealis begann das Wachstum nach 
dem ersten Stillstand gleichzeitig mit dem Wasserzusatz. In diesem Fall 
ist ein Zusammenhang zwischen dem letzteren und der Wiederaufnahme 
des Wachstums denkbar. Da indes bei den übrigen Arten dieser Gruppe 
kein derartiger Zusammenhang bestand, ist es keineswegs notwendig, 
einen solchen für M. ramealis anzunehmen. 
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Nach Евтеѕ (1938) verhielt sich die Polyporazee Daedalea unicolor gegen 
suboptimale Aneurinmengen ungefähr ebenso, wie es oben für M. perona- 
tus, М. fulvobulbillosus, М. graminum und М. ramealis beschrieben wurde. 
Als Daedalea unicolor in 25 cem Nährlösung mit 10 my Aneurin gezüchtet 
wurde, trat, nachdem sich eine Myzelmenge von 21-24 mg gebildet hatte, 
ein gewisser Stillstand des Wachstums ein, welches jedoch nach einiger 
Zeit mit grösserer Geschwindigkeit seinen Fortgang nahm. Ohne Aneurin- 
zusatz wurde kein Wachstum erzielt. 

Fries (l. c., S. 169) nimmt an, dass der Pilz ein ganz geringes, auf aneurin- 
freiem Substrat ungenügendes Vermögen besitzt, Aneurin zu synthetisieren, 
und dass das Aneurin, welches gebildet wird, in solchem Umfang in die Nähr- 
lösung diffundiert, dass die Aneurinkonzentration in den Zellen nicht die 
Höhe erreicht, welche erforderlich ist, damit der Pilz weiterwachsen kann. 
Nur wenn die Aneurinkonzentration des Mediums anfangs einen gewissen 
Mindestwert hat, ist es dem Pilz möglich, unabhängig vom Aneurin als 
Milieufaktor weiterzuwachsen. 

Der Verlauf der Wachstumskurven lässt sich indes meiner Ansicht nach 
nicht ganz auf diese Weise erklären. SCHOPFER (1936), NIELSEN & HAr- 
TELIUS (1937) sowie HARTELIUS & NIELSEN (1938) haben eine sehr hohe 
Affinität zwischen Wuchsstoffen einerseits sowie lebendem Myzel und Zel- 
len verschiedener Pilze andererseits nachgewiesen. Es ist deshalb wenig 
wahrscheinlich, dass Aneurin in so grossen Mengen aus einem Myzel 
ausdiffundieren könnte, dass das Wachstum des Myzels dadurch un- 
möglich gemacht wird. Dass das Wachstum erst ganz oder fast ganz auf- 
hört, um dann allmählich wieder in Gang zu kommen, scheint sich viel- 
mehr dadurch erklären zu können, dass eine physiologische Veränderung 
eintritt, welche bedeutet, dass die Pilze selbst das für das Wachstum nö- 
tige Aneurin zu synthetisieren beginnen. Wenn die Voraussetzung für eine 
solche Aneurinsynthese nur die wäre, dass die Aneurmkonzentration des 
Mediums anfangs einen gewissen Mindestwert hätte, so müssten die Pilze 
ja, wenn sie auf aneurinreichen Substraten wie Malzagar wachsen, aneurin- 
autotroph sein. Es erscheint mir wahrscheinlicher, dass sie in diesem Fall 
aneurinheterotroph sind, und dass sie nur dann zu Aneurinautotrophie 
übergehen können, wenn sie in einer Lösung gezüchtet werden, welche 
anfangs eine gewisse suboptimale Menge Aneurin enthält, deren 
Aneurinkonzentration aber allmählich durch das Wachstum der Pilze 
immer schwächer wird (vgl. S. 100). 

Eine Sonderstellung unter den untersuchten Marasmius-Arten nimmt 
M. alliaceus ein. Bei Anwesenheit von 10 my Aneurin wuchs dieser Pilz 
ununterbrochen während der ganzen Versuchszeit und hatte nach 80 Tagen 
nicht weniger als 70 mg Myzel gebildet. Auch in der Kontrollreihe bil- 
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dete er wie M. ramealis eine recht grosse Myzelmenge, aber die Gewichts- 
ziffern dieser Reihe sanken doch etwas nach 45 Tagen. 

М. alliaceus bildet in Flüssigkeitskultur teils ein lockeres, ziemlich 
buschiges Luftmyzel, teils ein submerses Myzel. Unter gewissen Bedin- 
gungen sondert das letztere einen Schleim von gallertartiger, ziemlich fester 
Konsistenz ab. Bei mikroskopischer Untersuchung eines solchen submer- 
sen Myzels findet man, dass die Hyphen, welche normales Aussehen haben, 
in einer strukturlosen, klaren Masse eingebettet liegen. Nach einer gewis- 
sen Eintrocknung eines solchen Myzels bekommt es eine fast knorpel- 
artige Konsistenz. 

Bei zahlreichen Versuchen mit M. alliaceus, wobei bald der eine, bald 
der andere Milieufaktor variiert wurde, fand ich, dass die Ausbildung die- 
ses submersen, schleimigen Myzels in hohem Grade mit den Versuchs- 
bedingungen wechselt. In einer optimalen Nährlösung entwickelt sich ein 
kräftiges Luftmyzel, und die Schleimbildung des submersen Myzels ist 
ziemlich unbedeutend. In Lösungen, in denen gewisse Faktoren subopti- 
mal sind, findet indes eine sehr kräftige Schleimbildung statt. Da die 
hauptsächlich aus schleimigem, submersem Myzel bestehenden Kolonien 
verhältnismässig mehr wiegen als ebenso grosse Kolonien, welche mehr 
Luftmyzel gebildet haben, müssen die erhaltenen Trockengewichtsziffern in 
solchen Fällen als in gewissem Grade irreführend angesehen werden. 

Wenn die Aneurinkonzentration suboptimal ist, bildet der Pilz ein sol- 
ches schleimiges, submerses Myzel, aber wenig oder gar kein Luftmyzel. 
Die Myzeltrockengewichte in dem oben beschriebenen Versuch müssen 
deshalb mit grosser Vorsicht beurteilt werden. Aus der Kontrollreihe 
geht indes hervor, dass der Pilz ohne Aneurinzusatz nicht mehr als eine 
begrenzte Myzelmenge bilden kann. Ob der Pilz bei Anwesenheit von 10 
my Aneurin absolut aneurinheterotroph ist oder allmählich unabhängig 
vom Aneurin als Milieufaktor weiterwachsen kann, muss hier unentschie- 
den gelassen werden. 

Wenn die Annahme richtig ist, dass die Pilze in der oben erwähnten 
M. peronatus-Gruppe in Lösungen mit suboptimalen Aneurinmengen zu 
einer gewissen Aneurinautotrophie übergehen können, dürfte ja ein Myzel, 
dessen Physiologie in dieser Weise verändert ist, auf aneurinfreiem Sub- 
strat gezüchtet werden können. Um diese Frage zu entscheiden, stellte 
ich folgenden Versuch an. 


Versuch 15. Züchtung von Stammkulturmyzel und einem von Versuch 14 (Reihe 
mit 10 my Aneurin je Kolben) übertragenen Myzel von Marasmius peronatus A auf 
gewaschenem Agar + aneurinfreier Nährlösung und auf Malzagar. 

Der Versuch wurde in derselben Weise ausgeführt wie Versuch 10 (8. 63). Als 
Substrat diente teils Nährlösung A, versetzt mit 1,5% gewaschenem Agar, teils 
gewöhnlicher Malzagar. 
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Das radiäre Wachstum betrug nach 15 Tagen: 
fiir das von Versuch 13 iibertragene Myzel 
auf dem aneurinfreien Agar 12 mm, auf dem Malzagar 28 mm; 
fiir das Stammkulturmyzel 
auf dem aneurinfreien Agar 19 mm, auf dem Malzagar 33 mm. 
(Die Ziffern sind Mittelwerte von je 16 Messungen.) 
Auf dem aneurinfreien Agar wurden sehr diinne Myzelien erhalten, auf dem Malz- 
agar dagegen Myzeldecken von normaler Dichte. 
Es wiire wiinschenswert gewesen, dass die Untersuchung mit Ziichtung der My- 
zelien in aneurinfreier Nährlösung fortgesetzt worden wäre. Indes gestatteten mir 
die Umstände leider nicht die Ausführung dieses Planes. 


Ein Unterschied zwischen dem von Versuch 14 übertragenen Myzel 
und dem Stammkulturmyzel konnte in Versuch 15 nicht festgestellt wer- 
den. Ist deshalb die oben vorgeschlagene Erklärung der Wachstumskurve 
des Pilzes in Versuch 14 als unrichtig anzusehen? 

Die Frage lässt sich meiner Ansicht nach auf Grund des vorliegenden 
Versuchsmaterials nicht endgültig entscheiden. Das bei Versuch 15 ver- 
wendete aneurinfreie Substrat muss sich in vielen Beziehungen von der 
Nährlösung unterscheiden, in der das Myzel während des späteren Teiles 
von Versuch 14 wuchs. Es kann nicht als ausgeschlossen betrachtet wer- 
den, dass Veränderungen, die während des Wachstums des Pilzes in der 
Kulturflüssigkeit eintreten, von wesentlicher Bedeutung bei einem even- 
tuellen Übergang zu Aneurinbildung des Myzels sind. Dass die Wuchs- 
stoffsynthese bei Pilzen von der Zusammensetzung der Nährlösung ab- 
hängig sein kann, ist bereits bekannt. So fanden ROBBINS & KAVANAGH 
(1938), dass die Pyrimidinsynthese bei Pythium Butleri auf der Salz- 
konzentration der Nährlösung beruht: bei niedriger Salzkonzentration fin- 
det die Synthese statt, bei hoher nicht. Trotz des negativen Resultats von 
Versuch 15 habe ich es deshalb für berechtigt gehalten, als eine denkbare 
Erklärung der Wachstumskurven, die für gewisse Marasmius-Arten bei 
Versuchen mit suboptimalen Aneurinmengen erhalten wurden, eine all- 
mählich einsetzende Aneurinsynthese anzunehmen. 


c. Die Aneurinheterotrophie der verschiedenen Arten. 


Schon die einleitenden Untersuchungen haben ergeben, dass die Ma- 
rasmius-Arten synthetische Nährlösungen nur assimilieren können, wenn 
diese gewisse Wuchsstoffe enthalten. Wir können also mit SCHOPFER die 
Pilze als auxoheterotroph bezeichnen. 

Folgende Arten vermögen eine synthetische Nährlösung zu assimilie- 
ren, wenn diese Aneurin enthält, und können somit aneurinheterotroph 
genannt werden: M. alliaceus, M. chordalis, M. epiphyllus, M. foetidus, 


86 GOSTA LINDEBERG 


М. fulvobulbillosus, М. graminum, М. perforans, М. peronatus, М. putil- 
lus, M. ramealis, M. rotula und M. scorodonius. 

M. androsaceus fordert einen Zusatz sowohl von Aneurin als von Biotin 
und ist also aneurin-biotin-heterotroph. 

Eine nähere Analyse des Aneurinbedarfs der Pilze hatte folgendes Er- 
gebnis: 

Bei M. fulvobulbillosus kann die Aneurinkomponente Pyrimidin voll- 
ständig Aneurin ersetzen. Man muss annehmen, dass der Pilz selbst die 
Aneurinkomponente Thiazol bilden kann. Wird der Pilz längere Zeit in 
einer Lösung gezüchtet, die von Anfang an eine suboptimale Menge Aneu- 
rin enthält, so kommt das Wachstum allmählich zum Stillstand, vermut- 
lich weil die Aneurinkomponente Pyrimidin verbraucht ist, nimmt aber 
dann nach einiger Zeit wieder seinen Fortgang. Um die Wachstumskurve 
des Pilzes in diesem Fall zu erklären, muss man annehmen, dass der Pilz 
unter gewissen Bedingungen dazu übergehen kann, auch die Aneurinkom- 
ponente Pyrimidin zu synthetisieren. 

Auch M. chordalis, M. epiphyllus und M. graminum vermögen in An- 
wesenheit von Pyrimidin allein eine synthetische Nährlösung zu assimi- 
lieren, aber die Wachstumsgeschwindigkeit ist in diesem Fall geringer, 
als wenn die Lösung mit einer entsprechenden Menge Aneurin oder äqui- 
molekularen Mengen Pyrimidin + Thiazol versetzt ist. Man muss vor- 
aussetzen, dass diese Pilze die Aneurinkomponente Thiazol bilden, allerdings 
in so geringer Menge, dass diese Komponente begrenzend auf die Wachs- 
tumsgeschwindigkeit der Pilze wirkt, wenn sie mit einem Überschuss von 
Pyrimidin gezüchtet werden. M. graminum scheint wie M. fulvobulbillo- 
sus nach längerer Züchtung in einer Lösung mit suboptimaler Aneurin- 
konzentration dazu übergehen zu können, die beiden Aneurinkomponen- 
ten zu bilden. Bei M. chordalis und M. epiphyllus ist dagegen das Un- 
vermögen zur Bildung von Pyrimidin, nach dem vorliegenden Versuchs- 
material zu urteilen, absolut. 

Bei den übrigen Arten, d.h. bei M. alliaceus, M. androsaceus, М. foe- 
tidus, М. perforans, М. peronatus, М. putillus, М. ramealis, М. rotula und 
M. scorodonius kann Aneurin durch äquimolekulare Mengen Pyrimidin 
und Thiazol ersetzt werden. Je für sich haben diese Stoffe keinen Ein- 
fluss auf die Pilze. Züchtung dieser Pilze unter Zusatz suboptimaler An- 
eurinmengen ergab, dass die Unfähigkeit, beide oder eine der beiden An- 
eurinkomponenten zu bilden, bei folgenden Arten absolut ist: M. andro- 
saceus, M. foetidus, M. perforans, M. putillus, M. rotula und M. scorodo- 
nius. M. peronatus und M. ramealis verhielten sich wie M. fulvobulbillosus 
und M. graminum: das Wachstum hörte auf, nachdem das Aneurin ver- 
braucht war, kam aber dann wieder in Gang. Auch diese Arten scheinen 
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also unter gewissen Umstiinden zu einer gewissen Aneurinautotrophie 
übergehen zu können. Für M. alliaceus ergaben die Versuche mit subopti- 
malen Aneurinmengen keine eindeutigen Resultate. 

Von besonderem Interesse sind die Arten, deren Wachstum in einer 
Lösung mit suboptimaler Aneurinkonzentration nach einiger Zeit infolge 
von Aneurinmangel aufhört, dann aber wieder weitergeht. Diese Pilze 
erinnern an die von F rigs (1938) studierte Polyporazee Daedalea unicolor. 
Wir haben es hier mit einer Gruppe von Arten zu tun, die zwischen den 
absolut aneurinheterotrophen und den aneurinautotrophen Organismen 
stehen. Das vorliegende Versuchsmaterial gibt keinen endgültigen Auf- 
schluss über die Art der Aneurinheterotrophie dieser Pilze. Indes scheint 
es mir am natürlichsten, bis auf weiteres anzunehmen, dass sie zu einer 
gewissen Aneurinbildung übergehen können, wenn sie in einer Nähr- 
lösung mit von Anfang an suboptimaler Aneurinkonzentration gezüchtet 
werden und Gelegenheit haben, sich sukzessiv an ein aneurinfreies 
Substrat anzupassen. Meine Untersuchungen deuten darauf hin, dass diese 
Zwischentypen unter den höheren Pilzen häufiger sind, als man bisher 
geglaubt hat. 


3. Biotin als wachstumsbegrenzender Faktor bei 
Marasmius androsaceus. 


Die Frage, ob Biotin auf biotinheterotrophe Pilze in dem Sinne quanti- 
tativ wirkt, dass eine gewisse Menge dieses Stoffes bloss die Bildung einer 
bestimmten Myzelmenge gestattet, ist von FRIES (1938) behandelt worden. 
Er untersuchte die Wirkung suboptimaler Mengen Biotin auf das Wachstum 
von Nematospora gossypii. Diese Untersuchungen ergaben jedoch keine 
sicheren Resultate. Je kleiner die zugesetzte Biotinmenge war, um so 
langsamer wuchs der Pilz, aber es konnte in keinem Fall nachgewiesen 
werden, dass das Wachstum aufhörte, weil das Biotin verbraucht war.! 

In Marasmius androsaceus habe ich selbst ein Objekt gefunden, das, 
um eine synthetische Nährlösung assimilieren zu können, einen Zusatz 
von Biotin und Aneurin erfordert (siehe Versuch 3 und 5). Ich beschloss, 
den Biotinbedarf dieses Pilzes näher zu untersuchen, um wenn möglich 
zu ermitteln, ob das Biotin in diesem Fall quantitativ wirkte.? 


1 SCHOPFER & BLUMER (1943) haben kürzlich den Einfluss von Biotin auf Trichophyton 
album untersucht. Die Verfasser behaupten in der Zusammenfassung ihrer Arbeit (1. c., 
S. 453), dass Biotin quantitativ auf diesen Pilz wirkt. Diese Behauptung wird nicht durch 
die Versuchsresultate gestützt (vgl. Le, S. 425, 447). 

2 Eine vorläufige Mitteilung über diese Untersuchungen ist bereits veröffentlicht worden 
(LINDEBERG 1941). 
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Marasmius androsaceus В (Versuch 16). 
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Tabelle 27. 


Der Einfluss verschiedener Konzentrationen yon Biotin auf das Wachstum yon 


1 my Biotin 10 my Biotin 50 my Biotin 100 my Biotin 
Ver- je Kolben je Kolben je Kolben je Kolben 
Sahe E seg 8 рк, | ir Sa 
SN er июде | Tae [puts (e рн: нь (e pa: | 
in mg in mg in mg | in mg 
6 0,2 5,5 0.3 5,5 0,3 5,5 | — — 
10 = = = = == = || 1,5 5,3 
12 1,6 5,3 2,6 5,1 2,4 5,1 — — | 
18 3,6 4,9 8,6 4,6 7,2 4,6 == ul 
20 е = = si zs H == 8,5 46 
24 4,3 4,7 46 | 48 | 16,2 4,8 — = 
30 3,8 4,7 176 | 4,2 19,8 4,2 19,5 4,2 
36 48 4,5 212 | 41 25,4 4,1 =. == | 
40 en | 26,4 40 | 
42 4,8 4,4 28,0 3,9 29,8 | 3,9 | = = 
60 6,3 4,3 41,5 3,6 63,3 | 3,4 57,8 ‚5 
75 7,5 4,3 53,3 | 34 | 80,5 3,1 79,0 Зи | 
90 6,6 4,2 641 | 31 | T45 | 3,0 71,3 3,0 | 
Kontrolle: < 0,1 mg nach 12 Tagen. 
<01 >» » 30 » 
<01 >» » 75 » 
a. Versuche. 


Bei den früheren Untersuchungen über den Effekt des Biotins auf 
M. androsaceus war dieser Stoff in den Konzentrationen 10 und 50 my 
je Kolben zugesetzt worden. Um die optimale Biotinkonzentration für 
den Pilz festzustellen und mir ein Urteil darüber zu bilden, welche Biotin- 
konzentrationen bei einem Versuch zu wählen seien, welcher bezweckte, 
die eventuelle quantitative Wirkung suboptimaler Biotinmengen auf diesen 
Pilz nachzuweisen, nahm ich einen Versuch vor, bei dem das Biotin in 
verschiedenen Reihen in den Mengen von 1, 10, 50 und 100 my je Kolben 
zugesetzt wurde. 


Versuch 16. Der Einfluss verschiedener Mengen Biotin auf das Wachstum von 


Marasmius androsaceus B (Tab. 27, Fig. 9). 


Nährlösung A mit 50 y Aneurin je Liter. 5 Reihen nach Tab. 27. 6 Parallelkolben. 
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Fig. 9. Der Einfluss verschiedener Biotinmengen auf das Wachstum уоп 
Marasmius androsaceus B (Versuch 16). 


In der Kontrollreihe war kein Wachstum zu beobachten. 

Mit steigender Biotinkonzentration nahm die Wachstumsgeschwindig- 
keit bis zu einer gewissen Grenze zu. In der Reihe mit 1 my Biotin je Kolben 
vollzog sich das Wachstum sehr langsam und kam nach 75 Tagen zum 
Stillstand, nachdem ungefähr 7 mg Myzel gebildet worden waren. Ob dies 
darauf beruhte, dass das Biotin verbraucht worden war, liess sich bei 
diesem Versuch nicht entscheiden. Während der ersten 40 Tage des Ver- 
suchs war die Wirkung des Biotins schon bei einer Biotinkonzentration 
von 10 my je Kolben (20 сеш) maximal. Danach erfolgte das Wachstum 
indes etwas rascher in den Reihen mit 50 und 100 my Biotin je Kolben, 
und nur in diesen wurde die unter den herrschenden Versuchsbedingungen 
grösstmögliche Myzelmenge, ca. 80 mg je Kolben, erhalten, während das 
Wachstum in der Reihe mit 10 my Biotin je Kolben, solange der Versuch 
dauerte, nicht aufhörte. 

KöcL & Fries (1937) fanden, dass Biotin maximale Wirkung auf 
Nematospora gossypii bei einer Konzentration von 10 my je 25 cem Nähr- 
lösung hatte, d.h. bei einer Verdünnung von 1 : 2 500 000 000. Nixsson, 
Bsärve & BURSTRÖM (1939) erzielten maximale Biotinwirkung auf Bact. 
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radicicola bei einer Biotinkonzentration von 0,5 my je cem Nährlösung, 
d.h. bei einer Verdünnung von 1:2 000 000 000. Es ist von Interesse fest- 
zustellen, dass die maximale Wirkung des Biotins auf Marasmius andro- 
saceus in Versuch 16 bei ungefähr derselben Verdünnung erreicht wurde 
(1 : 2 000 000 000). 

Bei Zeitversuchen mit suboptimalen Biotinmengen, durch welche 
untersucht werden soll, ob die Wirkung des Biotins auf M. androsaceus 
quantitativ ist, scheint es nach den Versuchsergebnissen zweckmiissig zu 
sein, mit Biotinkonzentrationen von ungefähr 1 my је 20 cem Nährlösung 
zu arbeiten. Deshalb wurde in Versuch 17 die Wachstumskurve für M. 
androsaceus bei Anwesenheit von 1 bzw. 2 my Biotin je Kolben studiert. 


Versuch 17. Der Einfluss von 1 und 2 my Biotin auf das Wachstum von Marasmius 
androsaceus B (Tab. 28, Fig. 10). 
Nährlösung A mit 50 y Aneurin je Liter. 3 Reihen nach Tab. 28. 6 Parallelkolben. 


Auch bei diesem Versuch konnte der Pilz die Nährlösung nicht ohne 
Zusatz von Biotin assimilieren. Das Wachstum in den beiden Reihen mit 
Biotin war so eigentümlich, dass ich es für angebracht halte, sämtliche in 
diesen Reihen erhaltenen Primärwerte des Trockengewichts mitzuteilen. 
Aus Tab. 28 geht hervor, dass die Wachstumsgeschwindigkeit in diesen 
Reihen anfangs der zugesetzten Biotinmenge proportional war. Nach 
längerer Versuchszeit als 40 Tagen wurden indes Werte erhalten, welche 
zeigten, dass sich der Pilz in den beiden Reihen in prinzipiell verschiedener 
Weise verhielt. In der Reihe mit 2 my Biotin je Kolben ging das Wachstum 
normal weiter, bis das Myzeltrockengewicht nach 110 Tagen ca. 50 mg 
betrug. In der Reihe mit 1 my Biotin je Kolben dagegen zeigten die für 
die Myzeltrockengewichte erhaltenen Werte sowohl absolut als relativ eine 
immer grössere Streuung um die betreffenden Mittelwerte. In dieser 
Reihe scheint ein Teil der Myzelien schon nach ungefähr einmonatiger 
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Fig. 10. Der Einfluss von 1 und 2 my Biotin auf das Wachstum von 
Marasmius androsaceus B (Versuch 17). 
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Tabelle 28. 


Der Einfluss von 1 und 2 my Biotin auf das Wachstum von Marasmius andro- 
saceus B (Versuch 17). 


a) Kontrolle: 0,2 mg nach 50 Tagen. 
b) 1 my Biotin je Kolben. 


Versuchszeit in Tagen 10 20 | 30 | 40 | 50 | 65 | 80 95 110 


бв 89 | 136 | 19,9 260 | 319 340 
14 52 | 60 86 | 13,2 17,3 215 | 298 285 


Myzel- Primär- 12 45 j бт | 82 | 117 | 16,4 17,5 | 28,3 23,8 

trocken: ре: 11 44 | 65 | 82 | 89 163 13,5 | 160 154 
gewicht 

in mg lo |42 55 Se 86 | 12,8 13,2 | 127! 9,7 

0,7 | 41 | бо | 62 6,7 | 94 9,5 | 102 | 67 

| і 
Mittelwerte 1,2 4,7 5,8 | 8,1 (10,5) | (15,4) | (16,9) (21,5) | (19,7 
рН: 5,5 52 47 | 45 | &2 (4,0) | (3,9) | (3,9) (3,8) | (8,8 


е) 2 my Biotin je Kolben. 
———————————— 


| Versuchszeit in Tagen | 10 20 30 40 50 65 80 95 110 


' Myzel- , Primär- К 8,0 | 12,0 17,1 20,1 30,8 35,8 448 49,5 
trocken- werte ~ 
gewicht 1,4 7,5 11,4 16,3 | 19,2 29,8 34,9 44,7 49,0 | 
in mg 13 7,2 11,4 14,3 | 18,2 29,1 34,7 447 46,8 


1л "o | 10,7 | 18,6 168 | 26,0 268 39,8 | 46,5 


Mittelwerte 1,6 7,8 | 12,2 166 19,9 30,7 346 | 45,3 | 50,2 


pH:5,5— 5,2 4,5 | 42 4,0 3,8 3,6 3,6 3,8 3,2 


Versuchsdauer das Wachstum eingestellt zu haben, während andere mit 
wechselnder Geschwindigkeit oder möglicherweise nach verschieden langen 
Pausen ihr Wachstum fortsetzten. Tatsächlich konnten auch keine 
eigentlichen Mittelwerte in dieser Reihe nach längerer Versuchszeit als 
40 Tagen berechnet werden. ` Die Biotinkonzentration 1 my je Kolben 
(1 : 20 000 000 000) scheint also eine kritische Konzentration für den unter- 
suchten Stamm von M. androsaceus zu sein. 

Um zu ermitteln, wie der Pilz auf noch kleinere Biotinmengen reagierte, 
wurde ein Versuch angestellt, bei dem 0,2, 0,5 und 2 my Biotin je Kolben 
zugesetzt wurden. 
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Versuch 18. Der Einfluss von 0,2, 0,5 und 2 my Biotin auf das Wachstum von 
Marasmius androsaceus B (Tab. 29, Fig. 11). 


Nährlösung A mit 50 y Aneurin je Liter. 4 Reihen nach Tab. 29. 6 Parallelkolben. 


Die Unfähigkeit des Pilzes, ohne Biotinzusatz zu wachsen, bestätigte 
sich. In den Reihen mit 0,2 und 0,5 my Biotin je Kolben wuchs der Pilz 
äusserst langsam. Nach ungefähr einem Monat hörte das Wachstum bei 
einem Myzeltrockengewicht von ca. 1 bzw. 2 mg auf. Nach 54 Tagen wur- 
den in 6 Kolben aus jeder dieser Reihen 10 my Biotin zugesetzt. Dies 
hatte zur Folge, dass in diesen Kolben sofort ein rasches Wachstum begann. 
Hieraus geht hervor, dass das Wachstum in diesen Reihen infolge von 
Biotinmangel zum Stillstand gekommen war. Das Wachstum in der Reihe 
mit 2 my Biotin stimmte gut mit dem überein, welches in der entsprechen- 
den Reihe von Versuch 17 erhalten worden war. Noch nach 3 Monaten, 
als das Myzeltrockengewicht ca. 40 mg betrug, war keine Abnahme der 
Wachstumsgeschwindigkeit zu bemerken. 

In den bisher beschriebenen Versuchen hatte das Biotin also in ver- 
schiedenen Konzentrationsgebieten verschiedene Wirkung auf den be- 
nutzten Stamm von M. androsaceus. Bei sehr schwachen Biotinkonzen- 
trationen, 0,2-0,5 my je 20 cem Nährlösung, war die Wirkung des Biotins 
von quantitativer Natur. Das Biotin wurde während des Wachstums 
verbraucht, und die gebildete Myzelmenge war der zugesetzten Biotin- 
menge proportional. Bei etwas stärkeren Biotinkonzentrationen, 2 my oder 
mehr je 20 cem Nährlösung, herrschte keine solche Proportionalität zwi- 
schen schliesslicher Myzelmenge und zugesetzter Biotinmenge. Das Wachs- 
tum schien hier weitergehen zu können, bis es durch irgendeinen anderen 
Faktor gehemmt wurde. Zwischen diesen beiden Konzentrationsgebieten, 
d.h. bei einem Zusatz von ungefähr 1 my Biotin je 20 сет Nährlösung, 
lag ein „kritisches“ Gebiet, welches dadurch gekennzeichnet war, dass das 
Myzel bald auf die eine, bald auf die andere Weise reagierte. Die abnorme 
Streuung der Werte in der Reihe mit 1 my Biotin in Versuch 17 dürfte 
darauf beruhen, dass die bei dem Versuch verwendeten Impfstücke nicht 
absolut gleichwertig waren. Eine gewisse Variation im Alter des Myzels 
und in der Grösse der Stücke ist nämlich bei der hier angewandten Impf- 
methodik nicht ganz zu vermeiden. In einem solchen Grenzfall, wie er 
hier vorliegt, tritt also die Unvollkommenheit der Methodik besonders 
scharf hervor. 

Um zu ermitteln, wie das Biotin wirkt, wenn es in einer Lösung gerade 
in hinreichender Menge vorhanden ist, damit das Wachstum unbegrenzt 
weitergehen kann, ist es von Wichtigkeit, die Veränderung der Biotin- 
konzentration durch das Wachstum des Pilzes in einer solehen Lösung 
zu untersuchen. 
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Tabelle 29. 


Der Einfluss von 0,2, 0,5 und 2 my Biotin auf das Wachstum von Marasmius 
androsaceus B (Versuch 18). 


| | 0,2 my Biotin | 0,5 my Biotin 2 my Biotin 
je Kolben je Kolben je Kolben 
! Versuchs- et 
| zeit in $ 
en Trocken- | „ж Trocken- 7 Trocken- Bx 
| Tagen gewicht pH: re gewicht Hr 6,5 gewicht pH: [Г 
| in mg in mg in mg 
15 0,5 5,4 1,8 5,3 27 5,0 
25 0,8 5,3 SI 5,0 10,1 4,5 
35 0,9 5,2 2,1 4,8 13,5 4,2 
50 0,8 5,1 2,1 4,8 20,7 4,0 
66 1,0 5,0 2,0 4,8 — wg 
75 0,9 5,0 2,0 4,8 25,8 3,8 
88 0,9 5,0 } 4,8 39,5 3,5 
| en = = 
| 54+ 34! 35,3 3,8 35,0 3,8 = — 


Kontrolle: 0,2 mg nach 35 Tagen. 
01 >» » 88 » 


10 20 20 20 20 60 70 60 90 Tage 


Fig. 11. Der Einfluss von 0,2, 0,5 und 2 my Biotin auf das Wachstum von Marasmius 
androsaceus В; ————— : Wachstum nach Zusatz von 10 my Biotin je Kolben (Versuch 18). 


Die Tatsache, dass das Biotin innerhalb eines gewissen Konzentrations- 
gebietes quantitative Wirkung auf die Myzelbildung bei M. androsaceus 
hat, muss sich zu einer ungefähren Bestimmung der Biotinmenge in Lö- 


1 Nach so vielen Tagen, wie die erste Zahl angibt, wurden jedem dieser Kolben 10 my 
Biotin zugesetzt. Nach weiteren so vielen Tagen, wie die zweite Zahl angibt, wurden die 
Kolben abgeerntet. 
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sungen benutzen lassen, wenigstens wenn diese eine Zusammensetzung 
haben, die nicht allzusehr von der der hier verwendeten Nährlösung ab- 
weicht. Dementsprechend führte ich einige Versuche aus, um festzustellen, 
in welcher Richtung M. androsaceus die Biotinkonzentration der Nähr- 
lösung veränderte, wenn diese bei Beginn des Versuchs in dem Gebiet 
lag, in dem kein quantitativer Effekt nachweisbar war. 

Für diese Untersuchungen wurde folgender Plan aufgestellt: Zuerst 
sollte ein Versuch vorgenommen werden, welcher grundsätzlich mit Ver- 
such 18 übereinstimmte. Dieser sollte ausser der Kontrollreihe a eine Reihe 
b mit quantitativ wirkender Biotinmenge, nämlich 0,5 my je Kolben, und 
eine Reihe c mit einer achtmal grösseren Menge dieses Stoffes, d.h. 4 my 
je Kolben, umfassen. Wenn die Myzelmenge in der letzteren Reihe mehr 
als achtmal grösser geworden war als die, welche maximal in Reihe b 
gebildet werden konnte, musste ja das Biotin, wenn es auch in diesem 
Fall quantitativ wirkte, verbraucht worden sein. In einem folgenden Ver- 
such sollte der Biotingehalt der Kulturflüssigkeit in Reihe с folgendermassen 
untersucht werden: M. androsaceus sollte in einer Nährlösung von der- 
selben Zusammensetzung wie im vorigen Versuch gezüchtet werden, die 
zu einem Achtel ihres Volumens mit Kulturflüssigkeit von Reihe с versetzt 
war, entnommen, nachdem die Myzelproduktion in dieser Reihe mindestens 
achtmal grösser geworden war als in Reihe b. Durch Vergleich der Myzel- 
produktion in dieser Lösung mit der in einer gleichzeitig in Gang ge- 
setzten Reihe mit 0,5 my reinem Biotin je Kolben müsste die Frage der 
Veränderung der Biotinkonzentration entschieden werden können. 


Versuch 19. Der Einfluss von 0,5, 4 und 6 my Biotin auf das Wachstum von Maras- 
mius androsaceus B (Tab. 30, Fig. 12). 


Nährlösung A mit 50 y Aneurin je Liter. 4 Reihen nach Tab. 30. 
6 Parallelkolben. 


In der Reihe mit 0,5 my Biotin je Kolben betrug das Myzeltrocken- 
gewicht nach 34 Tagen 1,4 mg, und ein weiteres Wachstum war danach 
nicht zu konstatieren. Als nach 58 Tagen überschüssiges Biotin zugesetzt 
wurde, begann das Wachstum indes wieder. In den Reihen mit 4 und 6 my 
Biotin je Kolben ging das Wachstum während der ganzen Dauer des 
Versuchs unbeschränkt weiter, und nach 80 Tagen hatten sich in diesen 
Reihen 61 bzw. 65 mg Myzel gebildet. Im ersten Teil des Versuchs, ungefähr 
bis zum 34. Tage, war die Wachstumsgeschwindigkeit in der Reihe mit 
6 my Biotin je Kolben grösser als in der mit 4 my Biotin je Kolben. Im 
späteren Teil des Versuchs wuchs der Pilz dagegen in diesen beiden Reihen 
ungefähr gleich rasch. 
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Tabelle 30. 


Der Einfluss yon 0,5, 4 und 6 my Biotin auf das Wachstum von Marasmius 
androsaceus B (Versuch 19). 


0,5 my Biotin | 4 my Biotin 6 my Biotin 
| je Kolben je Kolben je Kolben 
Versuchs- Е B = 
| zeit in т теле | В 
| Tage rocken- s Trocken- „Ёё Trocken- а 
Tagen gewicht рН: ч gewicht рн? vg gewicht | рабу 
in mg in mg in mg 
15 0,6 5,2 5,8 4,7 6,7 4,6 | 
| 
25 11 5,0 12,8 42 16,0 41 | 
34 | 1,4 4,9 18,3 4,0 27,3 3,7 
48 $ 1,4 48 27,7 3,7 36,0 3,6 
68 = == 44,2 3,5 56,3 3,2 
80 1,4 4,7 61,0 3,2 64,8 3,1 
58 + 22! 9,7 | 44 | = — = == 
Kontrolle: 0,2 mg nach 34 Tagen. 
0,2 » » 80 » 
rg 
70r 
бту 
4my 
Be my 
—0 Osmy 


10 20 20 40 JO 60 70 60 Tage 


Fig. 12. Der Einfluss von 0,5, 4 und 6 my Biotin auf das Wachstum von Marasmius 
androsaceus В; ————— Wachstum nach Zusatz von 10 my Biotin je Kolben (Versuch 19). 


1 Siehe Fussnote S. 93. 
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Um die Veränderung der Biotinkonzentration in der Reihe mit 4 my 
Biotin je Kolben zu untersuchen, wählte ich eine Anzahl Kolben nach 
34-tägiger Versuchszeit aus. Das Myzeltrockengewicht betrug damals in 
dieser Reihe 18,3 mg, d.h. es war 13-mal mehr Myzel gebildet worden, 
als maximal in der Reihe mit 0,5 my Biotin je Kolben gebildet wurde. 
Über die Versuchsmethodik wird näher bei Versuch 20 berichtet. 


Versuch 20. Untersuchung über die Biotinkonzentration in von Versuch 19 stam- 
mender Kulturflüssigkeit, welche anfangs 4 my Biotin je 20 cem enthielt, und in der 
Marasmius androsaceus B 34 Tage gezüchtet worden war (Tab. 31). 


Die Kulturflüssigkeit von 6 Kolben aus der Reihe mit 4 my Biotin je Kolben in 
Versuch 19 wurde zusammengegossen. Die Myzelien wurden sukzessiv mit kleinen 
Mengen destilliertem Wasser gewaschen und das Waschwasser der Kulturflüssigkeit 
zugesetzt, bis das gesamte Flüssigkeitsvolumen 120 ccm betrug. 2,5 cem dieser 
Flüssigkeit entsprachen bei Beginn von Versuch 19 0,5 my Biotin. Diese Kultur- 
flüssigkeit wurde zur Bereitung von Reihe e verwendet (siehe unten). 

Um zu untersuchen, ob das Myzel Biotin enthielt, welches eventuell erst nach 
Tötung des Myzels in die Flüssigkeit übergehen konnte, wurden gleichzeitig 6 Kolben 
derselben Reihe von Versuch 19 autoklaviert, worauf die Kulturflüssigkeit entnom- 
men wurde und Waschung in der oben beschriebenen Weise stattfand. Diese Kultur- 
flüssigkeit wurde zur Bereitung von Reihe d verwendet (siehe unten). 


Tabelle 31. 


Untersuchung der Biotinkonzentration in von Versuch 19 stammender Kultur- 
flüssigkeit, welche anfangs 4 my Biotin je 20 cem enthielt, und in der 
Marasmius androsaceus В 34 Tage gezüchtet war (Versuch 20). 


| Mit Myzel autoklavierte 


Кш ке Kulturfliissigkeit 


| 0,5 my Biotin Кеч ес 0,5 my entsprechend 0,5 my 
| Versuchs- | notin Biotin | 
zeit in 
Tagen rein ыйан. enden: 
Troc ke n pH: 5,5 Trocken pH: 4,0 T rocken | pH: 4.9 | 
gewicht | gewicht | gewicht | 
in mg in mg Ыы in mg 
| 
15 0,5 Ba 0,3 4,9 0,3 4,9 
35 1,4 5,2 0,3 4,9 0,3 4,9 | 
55 1,3 4,9 0,3 4,9 0,3 4,8 
80 1,4 4,8 | 0з. 4,8 0,8 4,8 | 
== = = e = em | 
42 + 38! = = 27,7 3,8 an | а | 


Kontrolle: 0,2 mg nach 35 Tagen. 
0,2 » » 80 » 


1 Siehe Fussnote 8. 93. 
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Nährlösung A mit 50 ү Aneurin je Liter. Diese Lösung wurde so zubereitet, dass 
der für 1 1 Wasser bestimmten Salzmenge zuerst 875 cem Wasser zugesetzt wurden. 
In den Reihen a und b wurde die restierende Wassermenge zugesetzt, in den Reihen 
e und d statt dessen Kulturflüssigkeit von Versuch 19. 

Reihen: a) Kontrolle (pH 5,5). 

b) 0,5 my Biotin je Kolben (pH 5,5). 

c) 2,5 cem Kulturflüssigkeit von Versuch 19, Reihe c, je Kolben (pH 4,5). 

d) 2,5 cem mit Myzel autoklavierte Kulturflüssigkeit von Versuch 19, 
Reihe c, je Kolben (pH 4,9). 


6 Parallelkolben. 


Wie in Versuch 19 wurden hier in den Kolben mit 0,5 my Biotin maximal 
1,4 mg Myzel gebildet. In den Kolben, denen Kulturflüssigkeit entsprechend 
0,5 my Biotin zugesetzt worden war, konnte dagegen kein Wachstum 
mit Sicherheit beobachtet werden. Als in diesen Reihen nach 42 Tagen 
überschüssiges Biotin zugesetzt wurde, begann das Myzel indes sofort mit 
normaler Geschwindigkeit zu wachsen. 

Nachdem M. androsaceus 34 Tage bei Anwesenheit von 4 my Biotin 
je Kolben gezüchtet worden war, enthielt die Nährlösung also keine nach- 
weisbaren Mengen Biotin. Dass sich in der untersuchten Lösung keine 
hemmenden Stoffe gebildet hatten, die das Hervortreten eines even- 
tuellen Biotineffekts hinderten, geht daraus hervor, dass ein Zusatz von 
überschüssigem Biotin sofort Wachstum ausléste. Auch nachdem das 
Myzel zusammen mit der Kulturflüssigkeit autoklaviert worden war, konnte 
in der letzteren kein Biotin nachgewiesen werden. 

Als Komplement zu Versuch 20 wurde Versuch 21 ausgeführt. Bei 
diesem wurde der Biotingehalt in Kulturflüssigkeit von Versuch 19, Reihe c, 
untersucht, die nach 75 Tagen entnommen wurde, als das Myzeltrocken- 
gewicht dieser Reihe 54,0 mg betrug. Die Kulturflüssigkeit wurde diesmal 
aseptisch aus den betreffenden Kolben in Versuch 19 in die Versuchskolben 
von Versuch 21 überführt, welch letztere die sterilisierte Grundlösung 
enthielten. Im Unterschied zu Versuch 20 wurde also die hier untersuchte 
Kulturflüssigkeit nicht autoklaviert. 


Versuch 21. Untersuchung der Biotinkonzentration in von Versuch 19 stammender 
Kulturflüssigkeit, welche anfangs 4 my Biotin je 20 cem enthielt, und in der Marasmius 
androsaceus B 75 Tage gezüchtet worden war (Tab. 32). 


Aus der Nährlösung A mit Aneurin wurde eine doppelt konzentrierte Lösung 
(Grundlösung) bereitet. Diese wurde in Portionen von 10 cem auf die Versuchskolben 
verteilt. In der Hälfte der Kolben wurde die Lösung mit 2 my Biotin je Kolben 
versetzt. Hierauf wurden sämtliche Kolben autoklaviert. Durch aseptischen Zusatz 
von sterilem Wasser bzw. aseptisch entnommener Kulturflüssigkeit von Versuch 
19, Reihe c, wurden endlich 4 Reihen nach Tabelle 32 bereitet. 


7—43761 Symb. Bot. Ups. VIII: 2 
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Jedem Kolben in Versuch 19 waren nach 60-tägiger Versuchszeit 10 cem H,O 
zugesetzt worden. Nach 75 Tagen betrug das Fliissigkeitsvolumen in den noch vor- 
handenen Kolben jedoch etwas weniger als 20 ccm. Eine Justierung des Flüssigkeits- 
volumens fand indes nicht statt. 10 eem Kulturflüssigkeit entsprachen deshalb 
etwas mehr als der Hälfte der ursprünglich zugesetzten Biotinmenge von 4 my. 


Tabelle 32. 


Untersuchung der Biotinkonzentration in von Versuch 19 stammender Kulturflüssig- 
keit, welche anfangs 4 my Biotin je 20 ccm enthielt, und in der Marasmius 
androsaceus B 75 Tage gezüchtet worden war (Versuch 21). 


Versuchszeit 25 Tage. 
———-———-——-+—+— 


eg, | End. Ernte von 
Zusammensetzung der Lösung je Kolben pH pH M. androsaceus | 
mg | 
| 
10 cem Grundlösung+ 10 cem H,O... 22... 5,5 5,1 0,2 + 0,0 
10 > » + 10 cem Kulturflüssigkeit 4,3 41 | 0,3 + 0,0 
10 » » +2 my Biotin + 10 сеш H,O. . | 55 44 | 5,9 + 0,6 
10 » » +2 my Biotin + 10 cem Kultur- | | 
Anssigkeib — cos а а E 4,3 39 | 10,8 + 1,1 


Das Versuchsresultat bestätigt das Ergebnis von Versuch 20. Biotin 
konnte nicht in der Kulturflüssigkeit nachgewiesen werden, welche an- 
fangs 4 my davon је 20 eem enthielt, und in der M. androsaceus 75 Tage 
gezüchtet worden war. In Anwesenheit von Biotin hatte die Kultur- 
flüssigkeit indes günstigen Einfluss auf die Wachstumsgeschwindigkeit 
des Pilzes. Dies kann darauf beruhen, dass das pH der Lösung durch die 
Kulturflüssigkeit von 5,5 auf 4,3 gesenkt wurde (vgl. S. 111). Die ver- 
änderte Nährsalzkonzentration oder von dem Pilz selbst gebildete Wuchs- 
stoffe können indes auch stimulierend auf das Wachstum gewirkt haben. 

Systematische Untersuchungen über die Abhängigkeit der Biotin- 
heterotrophie von der übrigen Zusammensetzung der Nährlösung wurden 
nicht vorgenommen. Hier sei schliesslich nur in aller Kürze ein Versuch 
erwähnt, welcher ermitteln sollte, ob der Pilz auch in Anwesenheit der Me- 
talle Ca und Mn einen Zusatz von Biotin erforderte. Als Grundlösung 
diente Nährlösung A mit 50 y Aneurin je Liter. In drei verschiedenen 
Reihen wurde diese mit 100 mg CaSO,.2H,O, 100 mg CaSO,.2H,O +5 mg 
MnS0,.4H,O und 10 eem Aschenlösung (vgl. Versuch 23) je Liter versetzt. 
Ausserdem wurden eine Versuchsreihe mit 0,5 y Biotin je Liter und eine 
Kontrollreihe (kein Zusatz) ausgeführt. Das Myzeltrockengewicht betrug 
in der Reihe mit Biotin nach 25 Tagen 12 mg und nach 50 Tagen 24 mg. 
In den übrigen Reihen fand kein Wachstum statt (Myzeltrockengewicht 
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nach 75 Tagen 0,2—0,3 mg). Der Versuch zeigte also, dass die Metalle Ca 
und Mn die Biotinheterotrophie des Pilzes jedenfalls nicht wesentlich beein- 
flussen. 

Die Resultate der Untersuchungen über den Einfluss von 
Biotin auf den verwendeten Stamm von M.androsaceus lassen 
sich folgendermassen zusammenfassen: 

Der Pilz konnte eine synthetische Nährlösung nicht assi- 
milieren, wenn diese nicht — ausser Aneurin — Biotin ent- 
hielt. 

Bei sehr schwachen Biotinkonzentrationen, 0,2-0,5 my je 
20 ccm Nährlösung, war die Wirkung des Biotins quantitati- 
ver Natur. Das Biotin wurde während des Wachstums ver- 
braucht, und die gebildete Myzelmenge war der zugesetzten 
Biotinmenge proportional. 

Bei einer Biotinkonzentration von ca. 2 my Biotin je 20 
ccm Nährlösung war dagegen anscheinend unbegrenztes 
Wachstum möglich. Wurde die Biotinkonzentration weiterhin 
gesteigert, so stieg die Wachstumsgeschwindigkeit, bis maxi- 
maler Effekt bei einer Konzentration von ca. 10 my Biotin je 
20 com Nährlösung erreicht wurde. Auch wenn die Anfangs- 
konzentration des Biotins ausreichend war, um unbegrenztes 
Wachstum zu ermöglichen, wurde das zugesetzte Biotin vom 
Myzel in einem relativ frühen Stadium vollständig aus der 
Lösung aufgenommen. 

Über den Myzel-Biotin-Quotienten in den Fällen, wo das Biotin quan- 
titative Wirkung auf die Myzelbildung hatte, sei folgendes bemerkt: 

Die Resultate der Versuche 16 und 17 können so gedeutet werden, dass 
1 my Biotin für die Bildung einer Myzelmenge von ca. 7 mg ausreichte, 
d.h. der Myzel-Biotin-Quotient würde 7:106 betragen. In Versuch 18 
wurden mit 0,5 my Biotin 2,1 mg und in Versuch 19 mit derselben Biotin- 
menge 1,4 mg Myzel erhalten, was nach Korrektion unter Abzug der Kon- 
trollwerte (0,2 mg) einem Myzel-Biotin-Quotienten von 1,9- 108 bzw. 1,2- 106 
entspricht. 

Was die Ursache dieser sukzessiven Abnahme der Effektivität des Biotins 
gegenüber dem Pilz war, lässt sich nicht mit Sicherheit sagen. Die genann- 
ten Versuche wurden mit erheblichen zeitlichen Zwischenräumen ausge- 
führt (Versuch 16 begann im November 1938, Versuch 18 im Mai 1939 
und Versuch 19 im Juni 1941), und es ist möglich, dass sich der Biotin- 
bedarf des Pilzes während dieser Zeit geändert hat. Auch ist es ja nicht 
ausgeschlossen, dass das Biotin, welches in Wasserlösung (unter möglichst 
aseptischen Verhältnissen zubereitet) aufbewahrt wurde, eine gewisse 
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Veränderung erfahren hat. Diese mangelnde Konstanz der Effektivität 
des Biotins beeinflusst indes die hier mitgeteilten Resultate nicht wesent- 
lich. 


b. Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Die Wirkungsweise des Biotins auf Marasmius androsaceus ist nach 
den hier mitgeteilten Versuchsergebnissen von der Anfangskonzentration 
des Wuchsstoffs im Substrat abhängig. Dies erscheint vielleicht seltsam, 
lässt sich aber meiner Ansicht nach durch folgende Annahme erklären: 

Das Biotin wirkt unter allen Umständen quantitativ, d. h. eine gewisse 
Biotinmenge reicht bloss für die Bildung einer bestimmten Menge Myzel aus. 
Bei Biotinkonzentrationen, die unter einem gewissen Schwellenwert liegen 
— in Versuch 18 1 my je 20 сет Nährlösung — zeigt sich diese quantitative 
Wirkung ganz deutlich. Bei Biotinkonzentrationen über dem genannten 
Schwellenwert wird dieselbe dadurch verschleiert, dass der Pilz selbst all- 
mählich Biotin zu synthetisieren beginnt. Das Biotin, welches sich anfangs 
in der Nährlösung befindet, wird vollständig von dem wachsenden Myzel 
aufgenommen. Die Biotinsynthese, welche allmählich in Gang kommt, 
wenn die Biotinkonzentration des Mediums über dem Schwellenwert liegt, 
ist nicht stärker, als dass das Biotin, je nachdem es gebildet wird, in den 
Zellen gebunden wird (vgl. S. 83). Die Biotinkonzentration der Nähr- 
lösung wird deshalb durch diese Synthese nicht erhöht. 

Die Impfung erfolgte bei diesen Versuchen von Malzagarplatten. Die 
Frage, ob eine Biotinsynthese in Myzel von M. androsaceus stattfindet, 
wenn dieses auf Malzagar gezüchtet wird, welcher ja verhältnismässig grosse 
Mengen Biotin enthält, ist in diesem Zusammenhang von grossem Interesse. 

Wir wollen zunächst annehmen, dass eine Biotinsynthese stattfindet. Die 
Abhängigkeit des Pilzes vom Biotin in den geschilderten Versuchen muss 
dann folgendermassen gedeutet werden: Das Impfverfahren selbst hat eine 
solche Wirkung auf das Myzel, dass dessen Fähigkeit zur Synthetisierung 
von Biotin verlorengeht. Nur wenn das Medium, in welches das Myzel 
geimpft wird, eine gewisse Mindestmenge Biotin enthält, kann das Myzel 
dieses Synthetisierungsvermögen wiedergewinnen. Ist der Biotingehalt 
des Mediums dagegen geringer, so kann zwar ein gewisses Wachstum er- 
folgen, aber bloss, bis das vorhandene Biotin verbraucht ist. Die ,,Schock- 
wirkung“, welche die Impfung selbst zur Folge hat, würde also nur die 
Fähigkeit des Pilzes zur Synthetisierung von Biotin betreffen, nicht die 
übrigen Funktionen, die das Wachstum ermöglichen. 

Nehmen wir dagegen an, dass das Myzel kein Biotin bildet, wenn es 
auf dem biotinreichen Malzagar wächst, so müssen wir uns folgenden 
Verlauf denken: Wenn das Myzel durch die Impfung in das neue Medium 
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gebracht ist, so ist es, wie als es auf dem Malzagar wuchs, hinsichtlich seines 
Wachstums ganz von dem Biotin abhängig, welches das Medium enthält. 
Erreicht die Biotinkonzentration des Mediums nicht den oben genannten 
Schwellenwert, so wird bloss die der vorhandenen Biotinmenge entspre- 
chende Myzelquantität gebildet, und danach hört das Wachstum auf. Ent- 
hält das Medium dagegen eine etwas grössere Menge Biotin, so hat das 
Myzel, während das Biotin verbraucht wird, längere Zeit Gelegenheit, 
sich an ein immer biotinärmer werdendes Substrat „anzupassen“. Diese 
„Anpassung“ bedeutet, dass die latente Fähigkeit des Myzels zur Syn- 
thetisierung von Biotin ausgelöst wird. 

Dass die Impfmethodik (die Zerstückelung des Myzels) einen solchen 
Effekt haben sollte, wie ihn die erste Alternative voraussetzt, halte ich 
für unwahrscheinlich. Deshalb erscheint es mir am glaubhaftesten, dass 
das Myzel von M. androsaceus kein Biotin bildet, wenn es auf Malzagar 
wächst, dass es aber durch Züchtung auf einem allmählich immer biotin- 
ärmer werdenden Medium dazu gebracht werden kann, diesen Wuchsstoff 
zu bilden. Dagegen ist es nicht wahrscheinlich, dass eine Biotinsynthese 
in Gang kommt, wenn das Myzel in einer Nährlösung mit hoher (supra- 
optimaler) Biotinkonzentration gezüchtet wird. Der Pilz ist meiner An- 
sicht nach wahrscheinlich als eine biotinheterotrophe Art zu bezeichnen, 
die jedoch — mit grösster Wahrscheinlichkeit — unter gewissen Umständen 
zu Biotinautotrophie übergehen kann. 

Wenn die hier gegebene Deutung richtig ist, dürfte M. androsaceus 
Biotin auch dann nicht synthetisieren, wenn er auf Streu in der Natur 
wächst. 

Die Enzyme, die ein Mikroorganismus bilden kann, lassen sich nach 
Karström (1930, 1938) in zwei Gruppen einteilen: die konstitutiven En- 
zyme, die unabhängig von der Zusammensetzung des Substrats immer ge- 
bildet werden, und die adaptiven, die nur bei Bedarf gebildet werden, d.h. 
deren Bildung in den Zellen durch eine Anpassung an das betreffende 
Substrat bedingt ist. Ein Beispiel eines adaptiven Enzyms bei Hefe ist 
das Galaktose vergärende Enzym Galaktosezymase (SÖHNGEN E COOLHAAS 
1924). v. EULER & JOHANSSON (1912), KLUYVER (1914) sowie SOHNGEN E 
CooLHAAS (1924, 1926) stellten fest, dass Hefe, die aus einer Nährlösung 
mit Glykose in eine Lösung mit Galaktose verbracht wurde, erst allmählich 
begann, Galaktosezymase zu bilden, und dass diese Neubildung des Enzyms 
mit grösster Wahrscheinlichkeit auf einer Neubildung von Hefezellen 
beruhte. Eine entsprechende Erfahrung machte KArsrröm (1930) auf dem 
bakteriologischen Gebiet: Bact. aerogenes, welches in laktosehaltigem Me- 
dium gezüchtet worden war, konnte nur dann zum Vergären einer Xylose- 
lösung gebracht werden, wenn diese eine Stickstoffquelle enthielt, so dass 
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eine Neubildung von Zellen oder wenigstens von Protoplasma stattfinden 
konnte. 

Mag nun das Biotin als Komponente in einem Enzymsystem enthalten 
sein oder nicht, so scheint mir die Annahme einleuchtend, dass auch die 
Anpassung an Biotinautotrophie, die bei M. androsaceus unter gewissen 
Bedingungen einzutreten scheint, mit einer Neubildung von Protoplasma 
und Zellen verbunden ist. Es ist meiner Ansicht nach denkbar, dass diese 
Anpassung in einer langsamen, sukzessiven physiologischen Veränderung 
der in einer immer biotinärmeren Lösung wachsenden Pilzzellen besteht. 
Die Ursache, dass die Anpassung bloss in einer Lösung erfolgen kann, 
die eine gewisse Mindestmenge Biotin enthält, ist dann denkbarerweise 
folgende: Die Myzelentwicklung, die in einer Lösung erfolgen kann, deren 
Biotinmenge nicht die eben erwähnte Mindestmenge erreicht, ist quantitativ 
so gering und findet während so kurzer Zeit statt, dass der Anpassungs- 
prozess nicht vor sich gehen kann, bevor das Wachstum infolge Biotin- 
mangels aufhört. 

Mehrere Autoren haben festgestellt, dass Biotin (Vitamin H) in natür- 
lichem Material in nicht wasserlöslicher Form vorkommt. KösL & Тбххїз 
(1936), die bei der Darstellung von Biotin von chinesischem Enteneigelb 
ausgingen, konstatierten, dass sich der Wuchsstoff nur ganz unbedeutend 
in kaltem Wasser löste. Erst durch wiederholtes, stundenlanges Kochen 
des Materials mit Wasser konnte das Biotin in grösserer Menge in Lösung 
gebracht werden. Gy6rey (1937) stellte Vitamin H aus Leber her. Um 
das Vitamin in wasserlösliche Form zu überführen, musste das Material 
mit einem proteolytischen Enzym behandelt oder durch Erhitzen unter 
Überdruck in saurer Lösung hydrolysiert werden. Nach jetzt patentierten 
Methoden für Herstellung von Vitamin H wird auch das Ausgangsmaterial 
erst einer Enzymbehandlung oder Hydrolyse unterworfen (VOGEL 1943). 

Nach dem, was man hiernach über die Art des Vorkommens von Biotin 
weiss, und im Hinblick auf meine eigenen Resultate erscheint es mir denk- 
bar, dass das Biotin in den lebenden Zellen, an Eiweiss gebunden, eine 
Komponente eines heterogenen Systems von wesentlicher Bedeutung 
für das Wachstum ist. 

Heterogene Systeme spielen bekanntlich eine sehr bedeutsame Rolle 
für die Lebensprozesse der Zellen. Ich will hier bloss einige wenige frühere 
Untersuchungen erwähnen, aus denen hervorgeht, dass hochaktive Stoffe 
in einer nicht wasserlöslichen Phase in solchen Systemen enthalten sind. 

Von besonderem Interesse sind in diesem Zusammenhang Dacvs’ 
Untersuchungen über Hefewuchsstoffe (Days 1937, 1938). Dieser Forscher 
fand unter anderm, dass Kleberproteine in Weizensamen gebundene Hefe- 
wuchsstoffe enthielten, die durch Proteolyse freigemacht werden konnten. 


PHYSIOLOGIE LIGNINABBAUENDER BODENHYMENOMYZETEN 103 


OPARIN (1937) und seine Mitarbeiter untersuchten die Art des Vor- 
kommens von Invertase in verschiedenen Pflanzenteilen und fanden, dass 
sich dieses Enzym teils in freiem Zustand im Zellsaft gelöst, teils in gebun- 
denem Zustand an die Zellstruktur adsorbiert findet. Nur im letzteren Fall 
wirkte das Enzym synthetisierend. 

Nırsson (1941) kam durch vergleichende Studien über Zuckergärung 
durch frische Hefe, Trockenhefe und Mazerationssaft von Hefe zu dem 
Ergebnis, dass die durch den Zymasekomplex hervorgerufenen Reaktionen 
in den lebenden Hefezellen durch einen Organisator koordiniert werden, 
der aus gewissen Stoffen oder Stoffgruppen besteht. Diese organisierenden 
Stoffe, die möglicherweise von lipoidartiger Natur sind, sind in einer nicht 
wasserlöslichen Phase Bestandteile eines heterogenen Systems. 

Ist das Biotin der Pilze an Eiweiss in der Zellstruktur gebunden, so 
dürfte es sehr schwer zu transportieren sein. Auf diese Weise würde sein 
quantitativer Effekt seine Erklärung finden. 

Nach der obigen Auffassung können auch gewisse bisher nicht erörterte 
Resultate der Versuche 16 und 19 eine einleuchtende Erklärung erhalten. 
So zeigte sich bei Versuch 16, dass die Wachstumsgeschwindigkeit in der 
Reihe mit 10 my Biotin je Kolben anfangs ebenso gross war wie in den 
Reihen mit 50 und 100 my je Kolben, während sie im späteren Teil des 
Versuchs geringer war als in den Reihen mit den höheren Biotinkonzentra- 
tionen. In diesem Fall dürfte das Biotin in der 10-my-Reihe im ersten Teil 
des Versuchs verbraucht worden sein. Das Myzel war deshalb in dieser 
Reihe im späteren Teil des Versuchs für sein Wachstum ganz auf seine 
eigene Biotinsynthese angewiesen. In den beiden andern Reihen war die 
Biotinkonzentration dagegen so hoch, dass dem Pilz während der ganzen 
Versuchsdauer Überschuss von Biotin zur Verfügung stand. Infolgedessen 
war die Wachstumsgeschwindigkeit im späteren Teil des Versuchs in den 
beiden letztgenannten Reihen am grössten. 

In Versuch 18 war die Wachstumsgeschwindigkeit in der Reihe mit 6 my 
Biotin je Kolben während des ersten Versuchsmonats grösser als in der 
mit 4 my Biotin je Kolben. Im späteren Teil des Versuchs wuchs dagegen 
der Pilz in diesen beiden Reihen mit ungefähr derselben Geschwindigkeit. 
Die Biotinkonzentrationen waren hier suboptimal, und solange ein Unter- 
schied zwischen den Konzentrationen der beiden Reihen bestand, waren 
die Wachstumsgeschwindigkeiten auch verschieden. Nach ungefähr einem 
Monat dürfte indes das zugesetzte Biotin in beiden Reihen verbraucht 
gewesen sein, worauf das Wachstum, das nun ganz auf der Biotinsynthese 
des Myzels selbst beruhte, unter identischen Bedingungen stattfand und 
die Wachstumsgeschwindigkeit in beiden Reihen gleich gross wurde. 

Man kann die Frage aufwerfen, in welchem Grade die übrigen Pilze, 
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welche Biotin ,,brauchen“, tatsächlich biotinheterotroph sind. Es erscheint 
ja nicht ausgeschlossen, dass es auch absolut biotinheterotrophe Typen 
gibt, denen die Fähigkeit, Biotin zu bilden, gänzlich fehlt, und auf die 
dieser Wuchsstoff unabhängig von der Konzentration eine deutlich quanti- 
tative Wirkung hat. 


D. Der Einfluss der Wasserstoffionenkonzentration. 


Nachdem SÖRENSEN (1909) den grossen Einfluss der Wasserstoffionen- 
konzentration auf enzymatische Prozesse nachgewiesen, verbesserte Me- 
thoden für ihre Bestimmung ausgearbeitet und durch Einführung des pH- 
Begriffes eine einfache Bezeichnung für ihren numerischen Wert geschaffen 
hatte, wurden allmählich von verschiedenen Forschern eine Reihe Arbeiten 
über ihre Bedeutung für das Wachstum verschiedener Pflanzen veröffent- 
licht. 

Mehrere Untersuchungen über die Wirkung des pH auf die Sporen- 
keimung und das Wachstum der holzzersetzenden Hymenomyzeten unter 
kontrollierten Bedingungen sind уоп DuGGAr und seinen Schülern aus- 
geführt worden (ZELLER, SCHMITZ & DuUGGAR 1919; WEBB 1919, 1921; 
Wotrrpr 1924). Der Einfluss des pH auf das Wachstum der mykorrhiza- 
bildenden Hymenomyzeten wurde von MELIN (1924, 1925) studiert. Unter 
den Untersuchungen über die Abhängigkeit der niederen Pilze von der 
Wasserstoffionenkonzentration seien die Arbeiten von Horkıns (1922), 
LUNDEGÅRDH (1923, 1924) und LINDFORS (1924) über gewisse Fusarien 
erwähnt. Später haben Rerrsma (1932), ROBAK (1933), TRESCHOW (1938) 
und andere die Abhängigkeit gewisser holzzersetzender Pilze sowie MopEss 
(1941) die gewisser Mykorrhizapilze von der Wasserstoffionenkonzentra- 
tion behandelt. (Eine ausführliche Übersicht über die Literatur betreffend 
die Wirkung der Wasserstoffionenkonzentration auf die holzzersetzenden 
Pilze findet sich bei BAVENDAMM 1936, S. 1062—1067.) 

Alle diese Untersuchungen haben ergeben, dass verschiedene Arten 
untereinander grosse Unterschiede in ihrem Verhalten zum pH des Mediums 
aufweisen können. Die von mir untersuchten Marasmius-Arten kommen 
in der Natur auf Streumaterial von sehr wechselnder Art und sehr ver- 
schiedenem Säuregrad vor. Man kann deshalb von vornherein erwarten, 
dass auch diese Pilze ziemlich ungleichartige Forderungen an die Wasser- 
stoffionenkonzentration des Substrats stellen. Da eine gewisse Kenntnis 
von der Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration für das Wachstum 
der Pilze von grosser Wichtigkeit für die Beurteilung ihrer Entwicklung 
in verschiedenen Nährlösungen ist, beschloss ich, in einer Versuchsreihe 
die Abhängigkeit der Marasmius-Arten von diesem Faktor zu studieren. 
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Die Züchtung von Pilzen bei unveränderter Wasserstoffionenkonzen- 
tration stösst auf erhebliche Schwierigkeiten, weil die Myzelien durch ihren 
Stoffwechsel gewöhnlich die Reaktion des Substrats mehr oder minder 
stark verändern. Oft sind diese Reaktionsveränderungen in der einen oder 
anderen Weise von den im Substrat enthaltenen Stickstoffverbindungen 
abhängig. Wie bereits bemerkt (S. 45), verschiebt sich die Reaktion in 
einer Lösung, die ein NH,-Salz als Stickstoffquelle enthält, gewöhnlich 
in saurer Richtung, was darauf beruht, dass die NH,-Ionen des Salzes 
rascher aufgenommen werden als die Anionen. Andererseits kann sich die 
Reaktion in einer nitrathaltigen Lösung durch Aufnahme von NO, in alka- 
lischer Richtung verschieben (RITTER 1909, 1911; HAGEm 1910 u. a.). Ver- 
wendet man eine organische Stickstoffverbindung, z. B. Pepton, als Stick- 
stoffquelle, so kann sich die Reaktion durch Abspaltung von NH, in alka- 
lischer Richtung verschieben. Dies scheint besonders der Fall zu sein, wenn 
die organische Stickstoffverbindung gleichzeitig als Kohlenstoffquelle 
dient, oder wenn sie eine relativ starke Konzentration im Verhältnis zu 
dem zugesetzten Zucker hat (vgl. Haer 1910, Krorz 1923). In saurer 
Richtung kann die Reaktion auch dadurch verschoben werden, dass die 
Pilze im Zusammenhang mit dem Energieumsatz organische Säuren bilden. 
Diese Säurebildung kann bei verschiedenen Arten sehr verschieden sein. 
Sie ist auch abhängig von der Natur der Kohlenstoffquelle (Boas & Lr- 
BERLE 1918 a, b; Boas 1919 a, b) sowie vom pH und den Puffereigenschaf- 
ten der Lösung (SAKAMURA 1924, 1927). 

Um das pH während der Versuchszeit möglichst konstant zu halten, 
kann man verschiedene Methoden anwenden. Man kann die Organismen 
auf natürlichen wuchsstoffhaltigen Substraten züchten, die an sich selbst 
Puffereigenschaften haben, und deren pH durch Zusätze von Säuren bzw. 
Basen die gewünschten Anfangswerte erhält. Als Grundsubstrat hat man 
unter anderm 2 %ige Peptonlösung (LUNDEGÅRDH 1923, 1924) und 3 %ige 
bzw. 5 %ige Malzextraktlösung (TRESCHOW 1938 bzw. MELIN 1924, 1925) 
benutzt. Von diesen beiden Substraten hat besonders Malzextrakt eine 
ziemlich gute Pufferwirkung. ROBAK (1933) züchtete gewisse Polyporazeen 
auf Kiefernsägespänen, deren pH durch Zusatz von HCl bzw. NaCO; 
reguliert wurde. Auf diesem Substrat verursachten die Pilze ziemlich un- 
bedeutende pH-Verschiebungen. 

Will man den Einfluss der Wasserstoffionenkonzentration auf das 
Wachstum der Pilze in definierten synthetischen Nährlösungen studieren, 
so muss man das pH durch Zusatz besonderer Pufferlösungen regulieren. 

Die von SÖRENSEN (1909) für biochemische Zwecke ausgearbeiteten 
Pufferlösungen enthielten als Puffersubstanzen entweder Phosphate, Borate, 
Zitrate oder Glykokoll. Später hat man andere Pufferlösungen vorgeschla- 
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gen, die in mehreren Fällen als Modifikationen von SORENSENS Lösungen 
betrachtet werden können (siehe u.a. PALitzscH 1915, McILvaıme 1921, 
KOLTHOFF & VLEESCHHOUWER 1926). Jedoch eignen sich nicht alle diese 
Lösungen gleich gut für Wachstumsversuche mit Pilzen. 

Die Boratlösungen umfassen nicht das saure pH-Gebiet, in dem die 
meisten Hymenomyzeten ihr Wachstumsoptimum haben. Glykokoll ist 
eine gute Stickstoffquelle für verschiedene Pilze, die bei ihrem Wachstum 
diese Aminosäure verbrauchen. Pufferlösungen, welche Glykokoll enthalten, 
sind deshalb für Züchtungsversuche mit solchen Organismen nicht geeignet. 
SÖRENSENS Zitratpuffer umfasst das pH-Gebiet, in dem die Pilze wachsen 
können, und in Verbindung mit der bei dieser Untersuchung benutzten 
Nährlösung ist er auch anwendbar. Unter gewissen Bedingungen üben 
indes Zitrate eine ausgesprochen hemmende Wirkung wenigstens auf 
manche Pilze aus. Ich habe deshalb diesen Puffer nur bei wenigen Ver- 
suchen verwendet. SÖRENSENS Phosphatpuffer, der aus 1/15 mol. KH,PO, 
+ 1/15 mol. Na,HPO, in verschiedenen Proportionen besteht, umfasst 
das pH-Gebiet von ca. 4,5 bis ca. 8. Durch Ergänzung desselben mit 
Mischungen von 1/15 mol. KH,PO, + 1/10-n HCl (GARDER & HAGEM 
1919/20) kann man Lösungen mit pH-Werten herstellen, die das ganze 
Gebiet repräsentieren, in dem Wachstum für Hymenomyzeten mög- 
lich ist. 

GARDER E Hacem (І. с.) untersuchten den Einfluss von SÖRENSENS 
Phosphatpuffer in verschiedenen Konzentrationen auf Nitrifikations- 
bakterien und fanden, dass ein Zusatz von 3 Teilen dieser Lösung zu 2 
Teilen Nährlösung lebhafte Nitrifikation ermöglichte, während gleich- 
zeitig die Pufferwirkung hinreichend stark war. Wurde die Pufferlösung 
in stärkeren Konzentrationen zugesetzt, so wurde die Nitrifikation ge- 
hemmt; dagegen fanden bei Zusatz derselben in schwächeren Konzentra- 
tionen erhebliche pH-Verschiebungen statt. 

Ich selbst habe bei ein und demselben pH eine Marasmius-Art, M. 
graminum, in einer Nährlösung mit und ohne Zusatz von Phosphatpuffer 
gezüchtet. Dieser Versuch, über den in anderem Zusammenhang berichtet 
wird (siehe %. 141), zeigte, dass die Phosphatlösung, zugesetzt in einer 
Konzentration von 3 Teilen Phosphatlösung auf 2 Teile Grundlösung, 
die Wachstumsgeschwindigkeit des Pilzes nur ganz unbedeutend herab- 
setzte. 

Von den genannten Pufferlösungen scheinen also die Phosphatmi- 
schungen diejenigen zu sein, die sich am besten für Wachstumsversuche 
wie die hier in Rede stehenden eignen. Ich benutzte deshalb zur Regulierung 
des pH bei meinen Versuchen 1/15 mol. KH,PO, + 1/15 mol. Na,HPO, 
sowie 1/15 mol. KH,PO, + 1/10-n HCl. Im Hinblick auf GARDERS E 
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HAGENS und meine eigenen oben erwähnten Resultate setzte ich zu 2 
Volumenteilen Nährlösung (Grundlösung) 3 Volumenteile Pufferlösung 
(schliessliche Phosphatkonzentration in den KH,PO, / Na,HPO,-Reihen 
also 1/25 mol.). 

Wenn man ein Medium anstrebt, dessen pH sich so wenig wie möglich 
durch das Wachstum der Pilze verändert, ist, wie oben bemerkt, die Wahl 
der Stickstoffquelle von grösster Bedeutung. Es ist klar, dass NH,-Nalze 
starker Säuren vermieden werden müssen. Am besten dürfte es sein, eine 
organische Stickstoffverbindung zu wählen und davon eine im Verhältnis 
zur Zuckermenge relativ geringe Quantität zuzusetzen. 

In Versuch 1 (S. 44) zeigten sämtliche untersuchte Marasmius-Arten 
ziemlich gutes Wachstum in der Nährlösung, die Asparagin als Stickstoff- 
quelle enthielt, und die pH-Verschiebungen waren in dieser Reihe relativ 
klein. Deshalb beschloss ich, bei meinen Untersuchungen über den Ein- 
fluss der Wasserstoffionenkonzentration auf das Wachstum der Marasmius- 
Arten Asparagin als Stickstoffquelle zu verwenden. Da die Konzentration 
der Stickstoffverbindung relativ niedrig im Verhältnis zu der des Zuckers 
sein muss, setzte ich das Asparagin in der Konzentration 0,1%, und den 
Zucker in der Konzentration 1%, zu. 

Bei Zusammensetzung der Grundlösung suchte ich grösstmögliche 
Rücksicht auf den Bedarf der Pilze an verschiedenen Metallen zu nehmen 
(vgl. S. 116 ff.). Damit sämtliche Reihen Na- und Cl-Ionen enthielten, 
wurde der Grundlösung auch NaCl zugesetzt. 

Damit die pH-Verschiebungen in Versuchen von diesem Typus so klein 
wie möglich werden, muss man relativ kurze Versuchszeiten wählen. Im 
vorliegenden Fall wurden sie einigermassen der Wachstumsgeschwindig- 
keit der verschiedenen Arten angepasst. 

Um die Abhängigkeit des Wachstums von der Wasserstoffionenkon- 
zentration graphisch zu veranschaulichen, hat man im allgemeinen Dia- 
gramme gezeichnet, in denen die pH-Werte für die verschiedenen Reihen 
zu Beginn der Versuche auf der Abzisse und die entsprechende Myzelpro- 
duktion auf der Ordinate abgesetzt sind (siehe z. В. WOLPERT 1924, Mo- 
DESS 1941). Diese Darstellungsart, bei der keine Rücksicht auf die pH- 
Verschiebungen genommen wird, die während der Versuche stattfinden, 
gibt ein unvollständiges Bild der Versuchsresultate und kann leicht zu 
unrichtigen Schlüssen führen. Deshalb habe ich die Erntekurven sowohl 
gegen die Anfangs-pH-Werte (ausgezogene Kurven) als auch gegen die 
End-pH-Werte (gestrichelte Kurven) gezeichnet. Auf diese Weise ange- 
fertigte Diagramme zeigen die pH-Verschiebungen, die im Verlauf der 
Versuche in den verschiedenen Lösungen erfolgt sind, d. h. die pH-Gren- 
zen, zwischen denen das Wachstum in jeder Reihe vor sich gegangen ist. 
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Versuch 22. Der Einfluss der Wasserstoffionenkonzentration auf das Wachstum 
der Pilze (Tab. 33, Fig. 13-15). 


Grundlösung: 
СПУ Ковер е а nenne 10 g 
APSARA DAD, sans a SS $ dee reg 1 g 
BPO ET TREU 0,35 р 
ЖОРО rer 0,15 g 
MESO н. ЖЫШ og be een 0,5 g 


FeCl,-Lösung (Fe-Konz. 1/500)... 0,5 cem 
ZnSO,-Lésung (Zn-Konz. 1/500). . 0,5 сет 


CBSO BHA) куснен» + ноа 0,1 g 
MESO 5 ATO E 0,01 g 
ui IEN 0,5 р 
EENS EA К A К КС Г 50 Kë 
Ve ET 400 ecm 


Die Zusammensetzung der verschiedenen Pufferlösungen, mit denen das pH der 
Grundlösung auf die Werte 2, 3,... 8 gebracht werden konnte, wurde bestimmt 
(vgl. LINDEBERG 1939 b, Mopess 1941). Von diesen Pufferlösungen wurden die er- 
forderlichen Mengen bereitet, die dann autoklaviert wurden. Gleichzeitig wurde 
eine Anzahl grössere Kolben mit einem bestimmten Volumen Grundlösung auto- 
klaviert. Jedem der letztgenannten Kolben wurde nach dem Autoklavieren aseptisch 
1 1/, Volumen der betreffenden Pufferlösungen zugesetzt. Die so bereiteten Lösungen 
wurden mit sterilen Pipetten so auf trockensterilisierte 100-cem-Kolben verteilt, 
dass in jeden Kolben 20 cem kamen. Jedem der Kolben, die mit M. androsaceus 
geimpft werden sollten, wurde 1 ccm sterilisierte Biotinlösung (10 my/cem) zu- 
gesetzt. 6 Parallelkolben. 


Die verschiedenen Arten zeigten unter den gewählten Versuchsbe- 
dingungen gewisse Unterschiede hinsichtlich der Lage des pH-Optimums 
sowie hinsichtlich der pH-Grenzen, innerhalb deren Wachstum möglich 
war. Mit Rücksicht hierauf versuchte ich, die Pilze in einer Serie anzuord- 
nen. Diese beginnt mit den Arten, die ihr Optimum bei neutraler oder 
schwach saurer Reaktion hatten und sich gleichzeitig am empfindlichsten 
gegen stärkere Wasserstoffionenkonzentrationen erwiesen, und endet mit 
denen, deren Optimum am stärksten nach der sauren Seite verschoben war, 
und die am resistentesten gegen höhere Wasserstoffionenkonzentrationen 
waren. 

Die erste Art in dieser Serie ist M. graminum. Das Optimum lag für 
diesen Pilz zwischen den pH-Werten 6 und 7 (vgl. auch S. 138), und das 
Wachstum wurde vollständig in einer Lösung mit pH 2,9 gehemmt. Auch 
M. rotula, M. epiphyllus und M. chordalis wiesen ein gewisses Wachstum 
beim Neutralpunkt auf und wurden bei einem pH-Wert von 2,8-2,9 voll- 
ständig gehemmt. Das Optimum lag für M. rotula im pH-Gebiet 5-7, 
für M. epiphyllus im Gebiet 5-6 und für M. chordalis ungefähr bei pH 5. 
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Tabelle 33. 


Der Einfluss der Wasserstoffionenkonzentration auf das Wachstum der Pilze 
(Versuch 22). 


Anf.- End- Trockengewicht | Anf- | End- Trockengewicht 


pH pH mg pH | pH mg 
a) M. alliaceus. e) M. foetidus A. 
Versuchszeit 30 Tage. Versuchszeit 16 Tage. 
эл 21 0,1 + 0,0 2,1 2,1 1,0 + 0,1 
2,9 2,9 2,8 + 01 2,9 2,8 3,2 + 0,1 
4,0 41 8,5 + 0,5 4,0 3,1 5,0 + 01 
5,0 5,0 9,2 + 0,6 5,0 3,3 4,2 + 0,2 | 
6,0 5,8 | 7,8 + 0,7 6,0 5,4 2,7 + 0,2 
6,9 6,8 Lavt 0,2 6,9 6,9 0,1 + 0,0 
b) ЛГ. androsaceus C. | f) M. fulvobulbillosus С. 
Versuchszeit 26 Tage. Versuchszeit 25 Tage. 
2,0 2,0 19 + 01 | 2,0 | 2,0 | 0,2 + 0,0 
2,9 2,8 18,9 + 1,1 | 29 | 2,9 | 0,8 + 01 
3,9 3,2 25,0 + 0,8 | 3,9 3,5 | 3,9 + 01 
5,2 3,8 245 + 1,7 5,2 4,0 | 4,8 + 0,4 
5,9 5,0 | 15,3 + 0,5 5,9 5,2 | 5,0 + 0,3 
6,9 | 6,8 | 05 + 01 | 6,9 6,9 | 0,8 + 0,0 
е) M. chordalis. | g) M. graminum. | 
Versuchszeit 27 Tage. Versuchszeit 12 Tage. | 
2,9 | 2,9 | 0,2 + 0,0 2,9 | 2,9 0,1 + 0,0 
3,9 3,9 | 5 + 0,3 | 35 Si | 29,3 + 1,0 
5,2 | 4,9 | 11,1 + 0,4 4,8 4,8 | 62,6 + 1,6 
5,9 | 5,9 | 84 + 0,1 6,0 5,7 | 124,6 + 1,8 
69 | 69 | 1,6 + 0,1 6,9 64 | 121,7 + 3,0 
Ss | g | 0,1 + 0,0 7,8 бв | 3,2 + 0,5 
a) ЛГ. epiphyllus. h) M. perforans A. 
Versuchszeit 15 Tage. Versuchszeit 42 Tage. 
2,1 2,1 0,2 + 0,0 2,0 2,0 | 0,3 + 0,0 
2,9 2,9 0,3 + 0,0 2,8 2,8 Zi ats Ot 
4,0 3,9 9,6 + 1,6 4,0 3,9 10,2 + 1,2 
5,0 4,8 40,8 + 2,2 4,8 4,5 7,8 + 0,6 
6,0 5,4 41,6 + 21 5,8 5,6 1,0 + 01 | 
69 | 6,4 9,2 + 0,6 6,8 вт | 0,2 + 0,0 
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Tabelle 33, Forts. 


Anf.- End- Trockengewicht Anf.- | Епа- Trockengewicht 
pH pH mg pH | pH mg 
i) M. peronatus A. 1) M. rotula С. 
Versuchszeit 18 Tage. Versuchszeit 20 Tage. 
24 2,1 0,3 + 0,0 2,8 2,9 0,2 + 0,0 
2,9 2,9 14 + 01 4,0 4,0 12,3 + 0,4 
4,0 3,8 3,8 + 0,1 4,8 4,9 31,0 + 2,8 
5,0 41 | 3.2 + 01 5,8 5,9 29,9 + 1,4 
6,0 | 5,8 | 25 + 01 6,8 6,7 25,8 + 1,7 
69 | 69 | 02 + 0,0 7,8 7,6 2,4 + 0,2 
j) M. putillus. m) M. seorodonius A. 
Versuchszeit 42 Tage. Versuchszeit 13 Tage. 
2,0 2,0 0,6 + 0,0 2,0 2,0 | 0,1 + 0,0 
9,8 2,8 4,2 + 0,3 2,9 2,8 4,2 + 0,3 
40 | 3,7 9,9 + 0,5 4,0 39 | 5,6 Е 0,5 
4,8 4,1 11,0 + 0,7 5,2 4,8 10,2 + 2,7 
5,8 | 5,6 8,0 + 11 6,0 5,2 | 7,4 + 0,4 
бв | Ge 0,2 + 0,0 6,9 69 | 0,2 + 0,0 
k) M. ramealis О. 
Versuchszeit 20 Tage. 
2,0 | 2,0 0,1 + 0,0 
2,8 2,8 6,8 + 0,3 
4,0 3,9 9,9 + 0,7 
4,8 1,0 11,2 + 0,4 
5,8 5,0 8,4 + 0,4 
6,8 6,8 0,4 + 0,0 | 


Die iibrigen Arten zeigten wenigstens ein gewisses Wachstum, auch 
wenn die Nährlösung einen so niedrigen pH-Wert wie 3 hatte, wurden 
aber in der Regel vollständig bei neutraler Reaktion gehemmt. Einen 
Übergang zu dieser Gruppe bildet M. alliaceus, der ein gewisses Wachstum 
sowohl bei pH 3 als bei pH 7 zeigte, während die ziemlich weite Optimum- 
zone zwischen pH 4 und 6 lag. 

Die langsam wachsenden M. fulvobulbillosus und М. peronatus wuchsen 
am besten in dem pH-Gebiet 4-6. Der letztere hatte ein schwach markier- 
tes Optimum bei pH 4. Für M. scorodonius lag das Optimum bei pH 5-6, 
aber auch bei pH 3-4 war das Wachstum ziemlich gut (vgl. S. 146). Sehr 
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Fig. 13. Einfluss der Wasserstoffionenkonzentration auf das Wachstum von 
Marasmius graminum (Versuch 22). 


grosse Toleranz gegen wechselnde Wasserstoffionenkonzentrationen zeigte 
M. ramealis, dessen Wachstumsgeschwindigkeit in dem pH-Gebiet 3-6 
ziemlich gleichmässig war, mit einem schwach ausgesprochenen Maximum 
bei pH 4-5. M. putillus und M. perforans zeigten ein deutliches Optimum 
bei pH 4-5. M. androsaceus und M. foetidus endlich wuchsen bei pH 3 
mit nur wenig geringerer Geschwindigkeit als bei höheren pH-Werten. Das 
Optimum lag für diese beiden Arten ungefähr bei pH 4. Sie verschoben 
das pH stärker als die übrigen Arten in saurer Richtung. 

Die physiologische Wirkung der Wasserstoffionenkonzentration ist in 
hohem Grade abhängig von der Konzentration der übrigen Ionen der Lösung 
(vgl. S. 136 ff., 162). Die pH-Kurven, welche in Versuch 22 für die verschie- 
denen Arten festgestellt wurden, können deshalb nicht mit Sicherheit un- 
ter anderen Bedingungen für gültig erachtet werden als denen, unter de- 
nen dieser Versuch ausgeführt wurde. Es ist indes von Interesse, die expe- 
rimentell konstatierte Wirkung der Wasserstoffionenkonzentration auf die 
Wachstumsgeschwindigkeit der Pilze und die Wasserstoffionenkonzentra- 
tion in den Substraten zu vergleichen, auf denen die Pilze in der Natur 
vorkommen. 

Die Mehrzahl der hier behandelten Arten ist in der Natur an bestimmte 
Streuarten gebunden, über deren pH zahlreiche Angaben in der einschlä- 
gigen Literatur vorliegen. So fand HesseLman (1926, S. 248-251), dass 
abgestorbene Nadeln eine ausgesprochen saure Reaktion haben, während 
die Streu verschiedener Laubbäume in der Regel schwach saure bis 
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Fig. 14. Einfluss der Wasserstoffionenkonzentration auf das Wachstum verschiedener 
Marasmius-Arten (Versuch 22). 
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Fig. 15. Einfluss der Wasserstoffionenkonzentration auf das Wachstum verschiedener 
Marasmius-Arten (Versuch 22). 
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neutrale Reaktion hat. Er macht folgende Angaben: pH bei unzersetzten, 
herbstlich vergilbten Nadeln bzw. Blättern von Kiefer 4,0—4,2, von Fichte 
3,8-4,2, von Espe 5,3—6,1 und von Buche 5,3-6,6. Nach Lrypquist (1931) 
kann indes das pH der Vermoderungsschicht in Vaccinium myrtillus- 
reichen Buchenwäldern einen so niedrigen Wert wie 4,0 annehmen. 

Von den untersuchten Marasmius-Arten können folgende als exklusive 
Nadelpilze bezeichnet werden: M. androsaceus und M. putillus (Kiefern- 
nadeln) sowie M. perforans (Fichtennadeln). Bei den Versuchen lag das 
pH-Optimum für diese Arten in dem Gebiet 4-5. Die Übereinstimmung 
zwischen dem pH des natürlichen Substrats und dem experimentell gefun- 
denen Optimum ist also in diesen Fällen eine gute. 

Als Nadelpilze treten auch M. peronatus und М. rotula auf. Die erstere 
Art isolierte ich von Kiefernnadeln, die letztere von Fichtennadeln. Beide 
Arten kommen indes auch auf Laubbaumstreu vor, und M. rotula ist so- 
gar auf solcher Streu gewöhnlicher als auf Nadelstreu (vgl. Ricken 1915, 
S. 80). Experimentell wurde für M. peronatus ein schwach ausgesproche- 
nes Optimum bei pH 4 festgestellt, während das Wachstum auch bei pH 
5 und 6 relativ gut war. M. rotula zeigte einigermassen gutes Wachstum 
bei pH 4, hatte eine ziemlich weite Optimumzone zwischen pH 5 und 7 
und konnte auch in gewissem Umfang eine schwach alkalische Lösung 
assimilieren. Es konnte also ein gewisser Unterschied zwischen der pH- 
Kurve für M. peronatus und den entsprechenden Kurven für die exklusiven 
Nadelpilze festgestellt werden. M. rotula wich in sehr ausgesprochener 
Weise von den letzterwähnten Pilzen ab. 

M. chordalis und M. fulvobulbillosus kommen gewöhnlich in grasrei- 
chem Nadelwaldgelände mit etwas mullartigerem Charakter als die reinen 
Rohhumusböden vor. Durch ihre Optimumzone zwischen pH 4 und 6 
unterscheiden sich diese Arten auch von den exklusiven Nadelpilzen. 

М. scorodonius wird sowohl auf Nadeln und Rinde als auf Stengel- 
basen und Wurzeln von Kräutern und Gräsern angetroffen. Bei diesem 
Pilz wurde auch grosse Toleranz gegen wechselnde Wasserstoffionenkon- 
zentrationen festgestellt. Dasselbe gilt für M. ramealis, der in der Natur 
auf Ästen und Zweigen sowohl von Nadel- als Laubbäumen wächst. 

Die für M. alliaceus konstatierte Optimumzone zwischen pH 4 und 6 
steht in ziemlich gutem Einklang mit dem Vorkommen des Pilzes auf 
Buchenwaldstreu. 

M. epiphyllus kommt auf vermodernden Blättern verschiedener Laub- 
bäume vor, vor allem jedoch auf Espenlaub. Seine Kurve zeigt in guter 
Übereinstimmung hiermit ein Optimum zwischen pH 5 und 6. 

M. graminum wächst in der Natur meist auf Agropyron repens. Für 
tote Blattscheiden und Blätter dieses Grases wurde von mir ein pH-Wert 
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von 7,0 festgestellt (1 Teil Probe + 2 Teile Wasser). Das experimentell 
gefundene Optimum fiir Marasmius graminum lag ja auch ganz nahe dem 
Neutralpunkt. 

Marasmius foetidus, der wohl als holzzersetzender Pilz bezeichnet wer- 
den kann, wurde von vermoderndem Ulmenholz isoliert, für das ich beim 
Einsammeln des Materials einen so überraschend niedrigen pH-Wert wie 
2,9 konstatierte (1 Teil Probe + 1 Teil Wasser). Experimentell wurde 
für diese Art ein stark nach der sauren Seite verschobenes Optimum 
nachgewiesen. 

In diesem Zusammenhang sind gewisse von WILKINS, HARLEY & KENT 
(1938) veröffentlichte Resultate von Interesse. Diese Forscher studierten 
den Zusammenhang zwischen dem Vorkommen gewisser Hutpilze und dem 
pH des Substrats. Unter den untersuchten Arten befanden sich auch 
Marasmius alliaceus, M. peronatus, M. ramealis und M. rotula. M. ro- 
tula zeichnete sich durch grosse Toleranz gegen wechselnde Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen aus und kam in dem pH-Gebiet 4,0-8,0 vor. Von 25 
untersuchten Hutpilzen war diese Art diejenige, die bei den höchsten pH- 
Werten wuchs. Auch für M. alliaceus und М. ramealis war die Amplitude 
weit. Der erstere kam von pH 4,0 bis pH 7,5 vor, mit einem Maximum 
bei pH 4,0-5,0, der letztere in dem pH-Gebiet 3,5-7,0, mit einem Maxi- 
mum bei pH 5,0-5,5. M. peronatus wuchs bei pH 4,0-5,5. 

Die Übereinstimmung zwischen diesen Resultaten und den von mir 
experimentell festgestellten Kurven ist eine ziemlich gute. Besonders 
möchte ich darauf hinweisen, dass M. rotula in Versuch 22 gutes Wachs- 
tum bei pH 6,8—6,9 aufwies und auch in gewissem Umfang eine schwach 
alkalische Lösung assimilieren konnte, was gut mit dem von WILKINS, 
Han & Kent (l. с.) konstatierten Vermögen des Pilzes im Einklang 
steht, auch auf einem schwach alkalischen Substrat zu wachsen. 

Trotz der Einschränkung, die grundsätzlich hinsichtlich der Gültig- 
keit der experimentell festgestellten pH-Kurven unter anderen als den 
bei den Versuchen herrschenden Bedingungen gemacht werden muss, 
finden wir also, dass die Übereinstimmung zwischen diesen Kurven und 
den an den natürlichen Standorten der Pilze bestehenden pH-Verhältnis- 
sen eine gute ist. Obgleich die bei den Experimenten benutzten Lösungen 
insbesondere durch ihre relativ hohe Phosphatkonzentration erheblich 
von den Bodenflüssigkeiten abweichen dürften, die in den natürlichen 
Substraten der Pilze vorkommen, zeigt die eben erwähnte Übereinstim- 
mung, dass sich die hier angewandte Methodik gut für das Studium der 
ökologisch bedeutsamen Abhängigkeit der Pilze von der Wasserstoffionen- 
konzentration eignet. 
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E. Der Einfluss von Kalzium, Mangan und Zink. 


Bei seinen klassischen Untersuchungen iiber das Wachstum von Asper- 
gillus niger kam Raps (1869) zu dem Ergebnis, dass dieser Pilz, um in 
einer synthetischen Nährlösung wachsen zu können, ausser Kohlenstoff- 
und Stickstoffquellen sowie den Elementen P, S, K und Mg auch einen 
Zusatz von Si, Zn und Fe brauchte. Dagegen glaubten MorıscH (1894) 
und BENEcKE (1894, 1895) feststellen zu können, dass die niederen Pilze 
unter den Metallen nur K, Mg und Fe fordern. Gleichzeitig hoben sie 
hervor, dass Ca kein notwendiges Element für diese Organismen sei. 

Die Frage der Bedeutung von Fe und Zn für die Mikroorganismen war 
lange sehr umstritten. Dass diese Metalle für Aspergillus niger notwendig 
sind, konnte erst ziemlich spät mit voller Sicherheit bewiesen werden 
(STEINBERG 1919, BoRTELS 1927, ROBERG 1928, 1931). Mit Si erhielt 
auch RAULIN einen ganz schwachen Effekt, und die Bedeutung dieses 
Stoffes ist später — vermutlich wegen der Schwierigkeit, völlig Si-freie 
Lösungen herzustellen — nur in geringem Umfang Gegenstand von Unter- 
suchungen gewesen. 

Nach dem Erscheinen der oben erwähnten Arbeiten von Мотлѕсн und 
BENECKE war man also ziemlich allgemein der Ansicht, dass die Pilze 
dieselben „klassischen“ Nährelemente brauchen wie die höheren Pflanzen, 
mit Ausnahme von Ca und — eventuell — von Fe. Dementsprechend 
nahmen die meisten älteren Forscher in ihre für Pilze bestimmten Nähr- 
lösungen ausser Kohlenstoff- und Stickstoffquellen bloss einige wenige 
Nährsalze auf. So enthielten Prerrers Nährlösungen ausser einer Kohlen- 
stoff- und einer Stickstoffquelle (NH,NO,) nur Mg-Sulfat und ein K- 
Phosphat (PFEFFER 1895). RICHARDS (1897) und Hagen (1910) setzten 
ausserdem kleine Mengen Fe-Salze zu. Cooxs’ Nährlösung, die u. a. 
SCHOPFER und seine Mitarbeiter bei umfassenden Untersuchungen ver- 
wendeten (siehe SCHOPFER 1934 b, 8.512), enthält Zucker, Asparagin, 
MgSO,.7H,O und KH,PO,. Zubereitet aus Chemikalien von gewöhn- 
lichem Reinheitsgrad und ergänzt mit den erforderlichen Wuchsstoffen, 
ermöglichen solche einfache Nährlösungen ein mässiges Wachstum auch 
für viele Hymenomyzeten. 

Mehrere Forscher entdeckten indes allmählich, dass die Wachstums- 
geschwindigkeit in solchen Nährlösungen weder für höhere noch für nie- 
dere Pflanzen maximal war. Es schien, dass diese Lösungen gewisse Ele- 
mente, welche die Wachstumsgeschwindigkeit der Pflanzen gleichfalls 
wesentlich beeinflussen, in zu kleinen Mengen oder gar nicht enthielten. 
Als Komplement der gewöhnlichen Nährlösungen, welche bloss die Ele- 
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mente enthielten, die man seit langem als notwendig für die Pflanzen be- 
trachtet hatte, schlug deshalb HoAGLanD im Jahre 1933 seine sog. A-Z- 
Lösung vor, die eine grössere Anzahl Elemente enthält, mit denen die 
Pflanzen, wie man annehmen kann, an ihren natürlichen Standorten in 
Berührung kommen. SCHROPP & SCHARRER (1933) wiesen die günstige 
Wirkung der A-Z-Lösung auf verschiedene Kulturpflanzen nach, wenn 
diese in synthetischen Nährlösungen gezüchtet wurden. Hier sei auch 
die Entdeckung von NIELSEN E HARTELIUS erwähnt, dass Filtrierpapier- 
asche oder eine Mischung gewisser Metallsalze fördernd auf das Wachstum 
von Aspergillus niger wirkte, wenn dieser Pilz in einer autoklavierten Lö- 
sung gezüchtet wurde, welche Glykose und Salze gewisser organischer 
Säuren enthielt (NIELSEN E HARTELIUS 1932, 1933, 1935). 


1. Der Einfluss der Mineralbestandteile in Streuextrakten. 


MELIN (1943, 1944) hat kürzlich den Einfluss von Extrakten verschie- 
dener Streuarten auf das Wachstum höherer Bodenpilze, besonders My- 
korrhizapilze, untersucht und gefunden, dass solche Extrakte in nicht zu 
starken Konzentrationen das Wachstum der Pilze günstig beeinflussen. 
Eine nähere Untersuchung ergab, dass die Extrakte in den meisten Fäl- 
len sowohl durch ihre anorganischen als durch ihre organischen Bestand- 
teile wirkten. 

Sowohl vom physiologischen als vom ökologischen Gesichtspunkt ist 
der Einfluss der wasserlöslichen Bestandteile der Streu auf die streuzerset- 
zenden Hymenomyzeten von grossem Interesse. Besonders dürfte ja eine 
Untersuchung des eventuellen Effekts, den die Mineralbestandteile von 
Streuextrakten auf das Wachstum der Pilze ausüben, die Kenntnis der 
für die Pilze bedeutsamen Metalle erweitern. In Versuch 23 studierte ich 
deshalb die Wirkung von Espenlaubextrakt und seiner salzsäurelöslichen 
Aschenbestandteile auf das Wachstum der Marasmius-Arten. 


Versuch 23. Der Einfluss von Espenlaubextrakt und seiner salzsäurelöslichen 
Mineralbestandteile auf das Wachstum der Pilze (Tab. 34). 


Gemahlene, kürzlich abgefallene Espenblätter wurden mit 5 Gewichtsteilen 
Wasser zwei Tage lang bei einer Temperatur von ca. 5° C extrahiert, worauf die 
Flüssigkeit von der Laubmasse abgesaugt wurde. Ein Teil des so erhaltenen Ex- 
trakts wurde direkt für Bereitung der Reihen d und e dieses Versuches benutzt. Der 
Rest des Extrakts wurde zu Trockenheit eingedunstet, die Trockensubstanz im elek- 
trischen Ofen bei 600° С verascht und die Asche mit verdünnter НСІ extrahiert, die 
durch doppeltes Destillieren in einer Apparatur aus Jenaer Geräteglas 20 gereinigt 
worden war. Die so erhaltene Asche-Lösung wurde partiell durch Zusatz von Na,CO, 
neutralisiert und ihr Volumen so reguliert, dass es gleich dem Volumen des ursprüng- 
lichen Extrakts wurde, welches eingedunstet und verascht worden war. (Wegen 
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näherer Einzelheiten verweise ich auf MELIN 1944.) Der Espenlaubextrakt enthielt 
21,6 mg Trockensubstanz je сеш. Diese Trockensubstanz enthielt 19,2%, Asche. 
Der Trockensubstanzgehalt der Asche-Lösung wurde nicht bestimmt. 
Nährlösung A mit Zusatz von 0,5 g NaCl und 50 y Aneurin je Liter. 
Reihen: a) Kontrolle (pH 5,5). 
b) 1 Vol.-% Asche-Lösung (pH 5,5). 
с) 10 Vol.-% Asche-Lösung (pH 5,0). 
d) 1 Vol.-% Espenlaubextrakt (pH 5,6). 
e) 10 Vol.-% Espenlaubextrakt (pH 5,7). 


Jedem der Kolben, die mit M. androsaceus geimpft wurden, wurden 10 my 
Biotin zugesetzt. 4 Parallelkolben. 


Bei den meisten Marasmius-Arten bewirkte schon ein Zusatz von 
1 Vol.-% Espenlaubextrakt eine Vervielfachung der Wachstumsgeschwin- 
digkeit. Nur M. foetidus reagierte verhältnismässig schwach auf diesen 
Zusatz. Eine Erhöhung der Konzentration des Extrakts auf 10 Vol.-%, 
führte bei der Mehrzahl der Arten eine weitere starke Zunahme der Wachs- 
tumsgeschwindigkeit herbei. Bei dieser Konzentration wuchs auch M. 
foetidus erheblich rascher als in der Kontrollreihe. 

Auch die Aschenbestandteile des Extrakts förderten das Wachstum 
der Pilze stark, wenngleich in den meisten Fällen nicht so sehr wie der 
vollständige Extrakt. In Anwesenheit von 1 Vol.-% Asche-Lösung wuch- 
sen die meisten Arten doppelt oder mehrfach rascher als in der Kontroll- 
reihe. Die wachstumsfördernde Wirkung der Aschenbestandteile war 
schon bei dieser Konzentration maximal oder nahezu maximal für M. 
alliaceus, M. chordalis, M. epiphyllus, M. fulvobulbillosus, M. graminum, 
M. perforans und M. rotula. Bei M. androsaceus, M. peronatus, M. pu- 
Шив, М. ramealis und M. scorodonius bewirkte dagegen eine Vermehrung 
der Asche-Lösungsmenge von 1 auf 10 Vol.-% eine mehr oder minder 
starke Zunahme der Wachstumsgeschwindigkeit. 

Der Effekt des Extrakts beruhte also in der Regel sowohl auf seinen 
organischen als auf seinen anorganischen Bestandteilen. Bei M. peronatus 
scheint jedoch die gesamte Wirkung des Extrakts durch die anorgani- 
schen, bei M. foetidus dagegen hauptsächlich durch die organischen Be- 
standteile bedingt gewesen zu sein. 

Aus Versuch 23 ging hervor, dass gewisse anorganische Salze, die in 
Espenlaubextrakt vorkommen und das Wachstum der Pilze günstig be- 
einflussen, in der verwendeten Nährlösung fehlen oder in suboptimalen 
Mengen vorhanden sind. Da der Effekt dieser Salze ausserordentlich gross 
war, schien es mir von Bedeutung, die Natur derselben etwas näher zu 
untersuchen. 

Durch eine vollständige chemische Analyse der Asche-Lösung sowie 
eine Untersuchung des Einflusses der gefundenen Elemente je für sich 
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Tabelle 34. 


Der Einfluss von Espenlaubextrakt und seiner salzsäurelöslichen Mineralbestand- 
teile auf das Wachstum der Pilze (Versuch 23). 


| Myzel-Trockengewicht in mg 
Versuchsobjekt Asche-Lösung Espenlaubextrakt 
Kein ч 
Жазмй | 1 vol-% 10 Vol-%| 1 Vol% 10 Vol-% 
| | | | | 
| М. alliaceus »..... 15 09+01, 63 + 04, 5,3 + 0,6 19,5 + 0,7 | 31,0 + 0,6 
М. androsacens С... 20 101 + 04 166+ 04 20,7406 44,3 614 80,1 3,0 
| M. chordalis.....| 15 0,4 + 00| 55+1,0 71+06| 99 + 0,7 | 41,1 + 2,0] 
М. epiphyllu. 2... 15 0,8 + 0,0 | 11,0:+ 1,8 12,6 + 4,2! 22,7 + 11 | 854 + 6,2 
M. foelidus А... .| 15 7.6404) 8,5 + 0,8 101 + 0,8 | 11,9 + 0,4 | 25,4 + 1,0 
М. fulvobulbillosus В. 25 0,6 + 01 23401 40+ 07) 61+ 04) 27,1 + 0,3 
| М. graminum .. ..| 12 213 +1,8 646 +24 57,4421) 778 + 1,2 1198,3 + 2,4 
М. perforans A .. .| 20 1840.2) 50+05 55 + 0,7 | 29,8 + 13 | 764 + 2. 
М. peronatus A . . .| 15 10+02 5,5 + 0,5 11.5 + 0,5 | 43+ 0 | 10,9 + 0,5 
М. putillus . | 20 0,81 01 5,2 + 04 13,4 + 0,2 | 174 + 12 | 33,0 + 2,0 
М. ramealis С... .| 15 21+02| 43402, 85+0,2| 9,6 + 0,5 | 27,0+ 1,0 
M.rotulaC.....! 15 ажо 212428 128+ 10 220+ 10 57,5 + 1,6 
М. scorodonius А... 15 17+01| 49+06 94405! 299 + 1,0 | 32,5 42,8) 


und in allen méglichen Kombinationen auf die Pilze konnte man sich Klar- 
heit darüber verschaffen, welches die aktiven Stoffe dieser Lösung sind. 
Eine solche Untersuchung wäre indes zu umfangreich gewesen, um im 
Rahmen dieser Arbeit vorgenommen werden zu können. 

Indes kann man mit Sicherheit annehmen, dass gewisse Elemente in 
der Asche enthalten sind. Unter diesen sind hier besonders solche von 
Interesse, die nicht oder bloss als Verunreinigungen in der bei Versuch 23 
verwendeten Nährlösung vorhanden sind, und die durch frühere Unter- 
suchungen für physiologische Wirkungen verschiedener Art bekannt sind. 
Solche Stoffe sind Al, Ca, Cu und Mn. 

In einem orientierenden Versuch studierte ich die Wirkung dieser Me- 
talle auf Marasmius rotula, der in Versuch 23 sehr stark auf die Mineral- 
bestandteile des Espenlaubextrakts reagierte. Um gleichzeitig eine gewisse 
Vorstellung von dem Effekt einer etwas grösseren Anzahl Elemente zu 
gewinnen, untersuchte ich in demselben Versuch auch den Einfluss von 
Hoacianps A-Z-Lösung auf denselben Pilz (Ѕснкорр & SCHARRER 1933, 
У. 544). Ausser K-, Cl-, SO,- und NO,-Ionen enthält diese Lösung Ionen 
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Tabelle 35. 


Der Einfluss verschiedener Metalle auf das Wachstum yon Marasmius 
rotula © (Versuch 24). 


Versuchszeit: 11 Tage. 


Zusatz je Liter Myzel-Trocken- | pH 5,5 
Nährlösung gewicht in mg 
| 
Kontrole a s s vacsi 0,5 + 0,1 5,5 
100 mg CaCl, . e os oe 5,4 + 0,2 5,2 
5 mg MnSO,.4H,O.. . 2,7 + 0,3 5,4 
1 mg CuSO,.5H,O ... 0,6 + 0,1 5,5 
10 mg Al,(S0,),.18H,0. . 0,6 + 0,1 5,5 
Ca - Mn+ Са + Al | 
(Mengen wie oben‘... . . 7,9 + 0,4 | 5,1 
1 cem A-Z-Lösung . . . - 2,1 + 0,2 | 5,5 | 
10 cem A-Z-Lésung. . . . 2,0 + 0,2 | 5,4 | 
| 10 cem Asche-Lösung . . . 7,0 + 0,8 | 5,1 


der Elemente Li, Al, Ti, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Sn, B, Br und J. Zum Ver- 
gleich wurde in einer Reihe auch dieselbe Asche-Lösung wie in Versuch 
23 zugesetzt. 


Versuch 24. Der Einfluss verschiedener Metalle аи] das Wachstum von Maras- 
mius rotula C (Tab. 35). 


Nährlösung A mit Zusatz von 0,5 g NaCl und 50 y Aneurin je Liter. 
Der Versuch umfasste 9 Reihen, wie aus Tab. 35 hervorgeht. 4 Parallelkolben. 


Der Versuch ergab sehr deutliche Resultate. Durch Zusatz von Ca 
wurde die Wachstumsgeschwindigkeit des Pilzes fast ebensosehr gestei- 
gert wie durch Zusatz von Asche-Lösung. Auch Zusatz von Mn hatte 
deutlichen Effekt. Dagegen beeinflussten Cu und Al die Wachstumsge- 
schwindigkeit nicht merklich. Zusammen hatten die Salze der vier Metalle 
eine ungefähr ebenso starke Wirkung auf den Pilz wie die Asche-Lösung. 
Auch die A-Z-Lösung hatte einen gewissen Effekt, der allerdings bei 
weitem nicht so stark war wie die Wirkung der Asche-Lösung oder die 
der Ca-, Mn-, Cu- und Al-Salze zusammen. Wahrscheinlich beruhte der 
Effekt der A-Z-Lösung hauptsächlich auf dem in ihr enthaltenen Mn. 


2. Der Einfluss von Kalzium und Mangan. 


Ausführliche Übersichten über die Literatur, welche die Bedeutung 
des Kalziums fiir die Pilze behandelt, finden sich bei Mann (1932) und 
RIPPEL & Srorss (1932). 
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Rauuin (1869), Моглѕсн (1894) und BENECKE (1894, 1895) kamen zu 
dem Ergebnis, dass Ca kein notwendiges Element für Arten der Gattungen 
Aspergillus, Penicillium und Mucor sei. Spätere Forscher haben gewöhn- 
lich Ca nicht in ihre für Pilze bestimmten Nährlösungen aufgenommen, 
und die Ansicht, dass die Pilze in der Regel dieses Metall nicht brauchen, 
hat allgemeinen Eingang in die botanischen Lehrbücher gefunden (Вк- 
NECKE & Jost 1924, S. 301; Kosryrschew 1926, S. 267). Dass Ca kein 
für Aspergillus niger notwendiges Element ist, scheint auch aus neueren 
Untersuchungen hervorzugehen. So züchteten Вокткгѕ (1927) und Ro- 
BERG (1928, 1931) diesen Pilz in Nährlösungen, die aus sehr sorgfältig ge- 
reinigten Salzen bereitet worden waren, ohne Zusatz von Ca, und Mann 
(1932) kam zu dem Ergebnis, dass Ca, wenn es überhaupt ein für Asper- 
gillus niger notwendiges Element ist, bloss in ausserordentlich kleinen 
Mengen vorhanden zu sein braucht. 

RıppeL & Sroxrss (1932) untersuchten die Frage, ob Ca ein für Mikro- 
organismen notwendiges Element ist, und wählten als Versuchsobjekte 
eine Anzahl Bakterien sowie niedere Pilze. Aspergillus niger reagierte nur 
unter extremen Bedingungen (sehr hohe Mg-Konzentrationen) auf einen 
Zusatz von Ca. Mehrere der übrigen Arten reagierten indes deutlich auf 
Ca auch in Nährlösungen von gewöhnlicher Zusammensetzung. Die Ver- 
fasser sagen, dass Ca, wenn es auch kein für die Mikroorganismen generell 
notwendiges Element sei, doch ökologisch und _,,individualphysiologisch“ 
von grosser Bedeutung für dieselben sein dürfte. 

Über das Verhalten höherer Pilze zu Ca liegen nur wenige eingehen- 
dere Untersuchungen vor. Nach gewissen älteren Autoren soll Ca für 
Morchella-Arten (Frox 1905) und Coprinus plicatilis (WEIR 1911) not- 
wendig sein. Diese Forscher haben indes eine Methodik angewandt, die 
jetzt nicht als einwandfrei betrachtet werden kann, und ihre Resultate 
müssen deshalb mit gewisser Vorsicht beurteilt werden. Sowohl die Er- 
gebnisse dieser letztgenannten Forscher als die von RıPpEL & STOESS zei- 
gen indes, dass die Rolle des Ca für die Pilze nicht als endgültig geklärt 
angesehen werden kann. 

Eine ausführliche Übersicht über die bisherigen Untersuchungen be- 
treffend die Bedeutung des Mangans für die Pilze gibt Рівѕснг (1939, 
8. 274-276). 

BERTRAND & JAVILLIER (1911 a, b, с) und BERTRAND (1912 a, b), wel- 
che mit sorgfältig gereinigten Salzen arbeiteten, stellten fest, dass Asper- 
gillus niger auf äusserst kleine Mengen Mn reagiert. BERTRAND (1912 Б) 
erhielt bei gewissen Versuchen eine Vervierfachung der Ernte durch Zu- 
satz von 10 ү Mn je Liter. Noch in einer Konzentration von 0,1 y je Liter 
hatte das Metall deutliche Wirkung. Auch für die Konidienbildung war 
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Mn von grosser Bedeutung. Die Verfasser zogen aus ihren Resultaten den 
Schluss, dass Mn ein fiir Aspergillus niger notwendiges Element ist. 

Bei ihren grundlegenden Arbeiten über die Notwendigkeit von Fe, Zn 
und Cu für Aspergillus niger berücksichtigten weder STEINBERG (1919), 
Bortets (1927) noch RoBERG (1928, 1931) die Bedeutung von Mn. Ihre 
Versuchsresultate deuten eher darauf hin, dass Mn für das Wachstum von 
Aspergillus niger nicht notwendig ist. 

Später hat indes auch STEINBERG die Bedeutung des Mn für diesen 
Pilz untersucht. Im Jahre 1935 fand er (STEINBERG 1935 a, b), dass, wenn 
Mn von einer von Verunreinigungen durch schwere Metalle möglichst be- 
freiten Nährlösung ausgeschlossen wurde, die nach 6 Tagen geerntete My- 
zelmenge von Aspergillus niger ungefähr die Hälfte der Ernte betrug, die 
nach Zusatz von 10 ү Mn je Liter erhalten wurde, und dass die Konidien- 
bildung reduziert war. Zn und Fe hatten indes eine bedeutend stärkere 
Wirkung auf die Myzelerzeugung. Wurde eines dieser Metalle fortgelassen, 
so konnte sich die Ernte auf 1/85-1/50 der maximalen vermindern. STEIN- 
BERG zog den Schluss, dass Mn notwendig für Aspergillus niger ist. Dass 
die Ausschläge bei den Versuchen für Mn so viel kleiner waren als für Fe 
und Zn, erklärte er damit, dass es besonders schwierig sei, das erstgenannte 
Metall vollständig aus einer Nährlösung zu entfernen. 

Zu STEINBERGS Darstellung sei Folgendes bemerkt: Er erntete seine 
Myzelien nach 6 oder in gewissen Fällen nach 7 Tagen. Vollständige 
Wachstumskurven wurden nicht festgestellt. Unter der Voraussetzung, 
dass noch keine Autolyse hatte eintreten können, zeigen seine Versuche 
nur, dass Mn unter den gewählten Versuchsbedingungen die Wachstums- 
geschwindigkeit für Aspergillus um nahezu 100 % steigert. Lediglich hier- 
aus zu folgern, dass Mn ein für das Wachstum des Pilzes notwendiges 
Element ist, erscheint mir übereilt. Noch weniger halte ich es für an- 
gängig, allein aus der Grösse der genannten Ausschläge Schlüsse hinsicht- 
lich der Effektivität der Reinigungsmethodik bei den verschiedenen Me- 
tallen zu ziehen. Ein solches Verfahren würde ja voraussetzen, dass der 
Pilz, um eine gewisse Wachstumsgeschwindigkeit zu erreichen, nahezu 
gleich grosse Mengen von jedem der verschiedenen Metalle braucht, eine An- 
nahme, die nicht bewiesen und auch von vornherein nicht wahrscheinlich ist. 

Man weiss also, dass die Wachstumsgeschwindigkeit bei Aspergillus 
niger durch Zusatz äusserst geringer Mengen Mn erhöht wird, und dass 
dieses Metall von grosser Bedeutung für die Konidienbildung des Pilzes 
ist. Es ist jedoch meiner Ansicht nach noch nicht endgültig bewiesen, 
dass Mn absolut notwendig für das Wachstum des Pilzes ist. 

Der Manganbedarf höherer Pilze ist meines Wissens nicht experimentell 
untersucht worden. 
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Bei Untersuchungen über den Einfluss von Metallen auf das Wachstum ver- 
schiedener Organismen ist es wünschenswert, dass die Mengen der Metalle, die als 
Verunreinigungen in den verwendeten Nährlösungen enthalten sind,” so genau wie 
möglich bestimmt werden. Tab. 36 gibt eine Übersicht über den Gehalt der von 
mir benutzten Chemikalien an Na, K, Mg, Ca, Mn, Fe und Cu nach spektro- 
graphischen Bestimmungen. Gewisse dieser Chemikalien wurden für spezielle Zwecke 
durch Umkristallisation aus dreimal destilliertem Wasser gereinigt (siehe S. 154). 
Auch der Gehalt dieser umkristallisierten Chemikalien an den genannten Metallen 
ist aus Tab. 36 ersichtlich.! 

Auf Grund der Angaben in Tab. 36 lässt sich die Ca-Menge, die infolge des 
Ca-Gehalts der Chemikalien in der Nährlösung A enthalten ist, auf ca. 0,005 mMol 
(0,2 mg) je Liter berechnen. 


Tabelle 36. 


Gehalt der in den Nährlösungen angewandten Chemikalien an verschiedenen Metallen 
(mMol je 1000 g). 


| Nicht umkristallisiert ' Umkristallisiert 
| Ха | K Mg Ca Na K Mg Ca 
NO a weni. ‚| — 0 | 0 0,07 | — 0| 0 0,03 
КН,РО,.......| Spuren | — | 0 | 0,02 | 
IKHPO, ...... 40 = о = к=, 2 = 
| NH,Cl sw.) Sparen 0 | | 0,14 — Би —- — 
NH; Tartib s s» . | » 0 | 0 | 0,78 
MgS0,.7H,0 “are » | 0 | = 2,64 Spuren 0 = 0,20 
(ШШ аа а о йә» 80 mal © | = — — | — |= 
Cat, GRO ... a| Spuren | 0 0 | — | Spuren 0 о | — 
CaSO,.2H.O... » 0 0 | | | 
t SrCl,.6HyO osan » 0 0 1,08 Gg > Je | PS | 
| ZnSO, . 7 H,O ёё ae » 0 | 0 | 0,05 | Spuren 0 0 | 0,02 
| MnCl,.4H,O .... = — “= — | > | 0 0 | O18 | 
| Mnso, . 41,0 sa . . | Spuren 0 | 2,0 | 3.15 | = = | == = | 
FeCl,.6H,O .... » 66,5| 0 | о = EE 
| Glykose . ay аг. ee aS » | 0 0 | 0 | Spuren | 0 | 0 
Asparagin 2 22.» » 0 0 | 0% | » | 0 | 0 
0: nicht nachweisbar; —: nicht untersucht. 


Mn, Fe und Cu konnten als Verunreinigungen in sämtlichen Proben nicht nachgewiesen 
werden. 

1 Professor Н. LuNpEGARDH hatte die Freundlichkeit, die Ausführung dieser Bestim- 

mungen am Pflanzenphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule zu ge- 
statten. 
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a. Vorversuch. 


In Versuch 25 untersuchte ich den Einfluss von Ca und Mn sowie der 
salzsäurelöslichen Mineralbestandteile des Espenlaubextrakts auf das 


Wachstum der übrigen Marasmius-Arten. 


Versuch 25. Der Einfluss von Kalzium und Mangan sowie der salzsäurelöslichen 


Mineralbestandteile von Espenlaubextrakt auf das Wachstum der Pilze (Tab. 37). 


Nährlösung A mit Zusatz von 0,5 g NaCl und 50 y Aneurin je Liter. 


6 Reihen nach Tab. 37. In den Reihen, in denen sowohl Ca als Mn zugesetzt 
wurden, war die Konzentration dieser Metalle dieselbe wie in den Reihen, wo sie je 
für sich zugesetzt wurden. Anfangs-pH 5,5. Jedem der Kolben, die mit M. andro- 


saceus geimpft wurden, wurden 10 my Biotin zugesetzt. 4 Parallelkolben. 


Tabelle 37. 


Der Einfluss von Kalzium und Mangan sowie der salzsänrelöslichen Mineral- 


bestandteile von Espenlaubextrakt auf das Wachstum der Pilze (Versuch 25).' 


Myzel-Trockengewicht in mg 


Versuchsobjekt С> Kein 200 mg 10 mg . 10 DÉI ` Ca + Mn+ 
2 oj Zusatz CaCl, .6H,0|Mn8S0,. 4H,0 Ca + Mn ‚Asche-Lösung Asche 
en je Liter je Liter je Liter 

M.alliaceus . . 15 0,8 + 01 3,2 + 0,4 Leck Of 6,7 + 0,6 5,7 + 0,5 6,5 + 04 | 

M.androsaceus С 20 7,8 + 0,5 14,8 + 1,2 5,9 + 0,3 115,6 + 0,7 14,0 + 0,2 | 15,3 + 0,8 

| M.chordalis. . 15 05400 78+04 04+ 00 7840s 37 +01 84 +04. 
| M.cpiphyllus . 15 18 0,7 17,1 + 2,5 28+04 95+13 361,0 14,0 +0,9 
| M. foetidus A . 15 9,8 +0,4! 11,3 + 0,3 10,9 + 0,3 10,2 + 07 104 + 0,7 |1056 +0,2 

М. fulvobulb. B. 25 1,8 + 0,2! 4,6 + 0,4 3,3 + 0,4 5,5 + 0,2 3,8 + 04 6,2 + 0,8 

M.graminum `, 12 22,3 + 17 72,6 + 0,8 29,4 + 2,2 796+ 31 685+ 0,7 | 65,8 + 2,0 

М. perforans A 20 2,0+0,1 3,2 + 0,4 11,7 + 0,4 5,6 + 0,9 4,9 + 0,7 89 + 2,2 

m peronatus A 15 1,1 + 0,1 15 + 01 3,5 + 0,1 5,8 + 0,5 44a + 08 9,0 + 0,8 
M.putillus . . 25 3,2 + 0,5 01+ 0,5 49+0,4 11,8 + 0,7 8,7 + 0,5 13,6 + 0,4 
|M. ramealis С. 15 1,9 + 0,2 3,7 + 0,2 25 Da 5,7 + 0,4 6,3 + 0,4 6,0 + 0,4 
| M.seorodonius A 15 2,9 +0,3 11,5 + 0,4 84 +00 |22,2 H+25, 17,5 +20 | 27," + 0,7 


Dass die Wachstumsgeschwindigkeit der Pilze in der Regel durch Zu- 
satz der Aschenbestandteile von Espenlaubextrakt gesteigert wird, wurde 
durch Versuch 25 bestätigt. J. foetidus machte jedoch bei diesem wie bei 
Versuch 23 eine Ausnahme. Die Wachstumsgeschwindigkeit dieser Art 
wurde auch nicht merklich durch einen Zusatz von Ca oder Mn beeinflusst. 


! End-pH in den Kontrollreihen 4,6—5,5, in der Ca-Reihe bei M. androsaceus 4.2 und 


bei den übrigen Arten 4,5—5,5. 
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Was die Wirkung dieser Metalle und der Asche des Espenlaubextrakts 
auf die übrigen Arten betrifft, möchte ich zunächst auf die interessante 
Tatsache hinweisen, dass die Mehrzahl der Arten nicht auf einen Zusatz 
der Asche reagierte, wenn die Nährlösung mit Ca und Mn versetzt wor- 
den war. Dies gilt von M. alliaceus, M. androsaceus, M. chordalis, M. 
fulvobulbillosus, М. graminum, М. putillus und M. ramealis. Gewisse Ar- 
ten, nämlich M. epiphyllus, М. perforans, M. peronatus und М. scorodo- 
nius, zeigten jedoch eine gewisse Tendenz zu erhöhter Wachstumsgeschwin- 
digkeit, wenn die Nährlösung ausser Ca und Mn auch Asche-Lösung ent- 
hielt. 

Die Resultate der Versuche 24 und 25 müssen so gedeutet werden, dass 
die Metalle Ca und Mn höchstwahrscheinlich zu den Substanzen der Asche 
des Espenlaubextrakts gehören, die das Wachstum der Marasmius-Arten 
am stärksten beeinflussen. 

In ihrem Verhalten zu diesen beiden Metallen zeigten die verschie- 
denen Arten indes grosse Unterschiede. M. androsaceus, М. chordalis, 
М. epiphyllus, М. fulvobulbillosus und М. graminum erreichten praktisch 
maximale Wachstumsgeschwindigkeit, wenn nur Ca zugesetzt wurde. 
Ein Zusatz von Mn hatte keine oder bloss schwache Wirkung bei diesen 
Arten. M. alliaceus, M. peronatus, M. putillus, M. ramealis und M. sco- 
rodonius wuchsen dagegen bei Zusatz beider Metalle deutlich rascher, 
als wenn nur eines der Metalle zugesetzt wurde. M. perforans nimmt durch 
seine kräftige Reaktion auf Mn allein eine Sonderstellung ein. 


b. Die Wirkung von Kalzium und Mangan in verschiedenen Konzentra- 
tionen. 


Die bei den Versuchen 24 und 25 verwendeten Ca- und Mn-Konzentra- 
tionen wurden mit Rücksicht auf Angaben in der Literatur über den Ef- 
fekt dieser Metalle auf verschiedene Organismen gewählt. Ob diese Kon- 
zentrationen unter den herrschenden Versuchsbedingungen optimal für 
die Marasmius-Arten waren, geht aus den Resultaten nicht hervor. Um 
diese Frage näher zu studieren, wurden die Versuche 26 und 27 ausge- 
führt. Bei diesen wurde sowohl die Ca- als die Mn-Konzentration vari- 
iert. Als Objekt diente teils der speziell für Mn empfindliche M. perforans, 
teils der für Ca empfindliche M. epiphyllus, teils endlich M. alliaceus und 
М. rotula, welche Arten kräftige Reaktion auf beide Metalle gezeigt hatten. 


Versuch 26. Der Einfluss verschiedener Kalzium- und Manganmengen auf das 
Wachstum von Marasmius perforans A (Tab. 38, Fig. 16). 


Nährlösung A mit Zusatz von 0,5 g NaCl und 50 y Aneurin je Liter. Zweimal 
destilliertes Wasser. 


126 GOSTA LINDEBERG 


Der Versuch umfasste 16 Reihen, die in allen möglichen Kombinationen 0, 
1, 10 und 100 mg CaSO,.2H,O bzw. 0, 0,5, 5 und 50 mg MnSO,.4H,0 je Liter ent- 
hielten. Um den Vergleich zwischen den Wirkungsgraden der beiden Metalle zu er- 
leichtern, habe ich in der Tabelle die Konzentrationen der Metalle in mMol je Liter 
angegeben. 6 Parallelkolben. 


Tabelle 38. 


Der Einfluss verschiedener Kalzium- und Manganmengen auf das Wachstum von 
Marasmius perforans A (Versuch 26). 


Myzel-Trockengewicht (mg) nach 38 Tagen. 


mMol Ca je Liter 


0 | 0,0058 0,058 0,58 
| Р 
mMol Mn 25,8 + 3,4 
| je Liter 43,2 + 5,3 
| 54,6 + 6,1 
| 61,2 + 8,3 


mg Mn 504. 44,0 je Liter 
>? 
0,5 s 20 
Fig. 16. Der Einfluss verschiedener Kalzium- und Manganmengen auf das Wachstum von 
Marasmius perforans A. a: kein Ca-Zusatz; b, с und d: 0,0058, 0,058 bzw. 0,58 mMol Ca 
je Liter (Versuch 26). 
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Versuch 27. Der Einfluss verschiedener Kalzium- und Manganmengen auf das 
Wachstum von Marasmius alliaceus, M. epiphyllus und M. rotula C (Tab. 39, Fig. 
17-19). 

Nährlösung A mit Zusatz von 0,5 g NaCl und 50 y Aneurin je Liter. Zweimal 
destilliertes Wasser. 

Ca wurde bei diesem Versuch als CaCl,.6H,O, Mn als MnCl,.4H,O zugesetzt. 
Beide Salze wurden vor der Anwendung in dreimal destilliertem Wasser umkristal- 
lisiert. Der Versuch umfasste 20 Reihen, die in allen möglichen Kombinationen 0, 
0,005, 0,05 und 0,5 mMol Ca bzw. 0, 0,0005, 0,005, 0,05 und 0,5 mMol Mn je Liter 
Nährlösung enthielten. 6 Parallelkolben.! 


Tabelle 39. 


Der Einfluss verschiedener Kalzium- und Manganmengen auf das Wachstum einiger 
Marasmius-Arten (Versuch 27). 


mMol Ca je Liter 


0 0,005 0,05 0,5 


a) Marasmius alliaceus. 
Myzel-Trockengewicht (mg) nach 25 Tagen. 


mMol Mn 0 3,0 + 0,2 4,9 + 0,3 | 19341, | 122+1,5 
je Liter | 0,0005 | 4,6 +0,3 7,7 + 0,5 | 21,9 + 1,9 | cE 1,0 
| 0,005 | 5,8 + 0,3 83 + 04 22,8 + 0,8 | 10,5 + 0,7 | 
| 0,5 | 62+ 0,2 8,1 + 0,3 55421 | 10,3 + 0,3 
| o | 64+0% 1174098 | Sıtla | 17941,7 
b) Marasmius epiphyllus. 
Myzel-Trockengewicht (mg) nach 20 Tagen. 
mMol Mn 0 10,1 + 0,9 198 +19 | 38,0 +1,6 73,5 + 3,6 
je Liter 0,0005 11,1 + 0,8 18,0 + 1,7 | 38,4 + 1,5 83,8 + 3,5 | 
0,005 | 107+ 1,2 | 185 +24 | 35716 | 785+32 | 
0,05 18,2 + 1,4 20,8 + 1,0 47,6 + 1,7 77,0 + 3,8 
0,5 20,3 + 1,2 35,8 + 2,3 48,6 + 3,3 52,6 + 13 | 


с) Marasmius rotula С. 
Myzel-Trockengewicht (mg) nach 20 Tagen. 


mMol Mn 0 3,4 + 0,8 Sat øs | 10,9 + 2,0 24,6 + 1,7 
je Liter 0,0005 6,1 + 1,9 8,3 + 0,9 22,2 + 3,0 36,0 + 4,5 
0,005 5,8 + 1,2 12,6 + 2,3 29,6 + 6,2 38,5 + 3,1 
0,05 4,2 + 0,7 11,2 1,8 23,9 + 2,9 36,9 + 3,3 
0,5 | 91409 121+ 1,8 22:65 + 232 35,0 + 3,8 


1 Ausserdem wurden anfangs eine Anzahl Versuchsreihen mit einer Ca-Konzentration 
von 5 mMol je Liter angesetzt. In diesen Reihen fielen allmählich schwer lösliche Kristalle 
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т. Моё Ca je Liter 


%000 Yoo Yo 


Fig. 17. Der Einfluss verschiedener Kalzium- und Manganmengen auf das Wachstum von 
Marasmius rotula С. a: kein Mn-Zusatz; b, с, d und е: 0,0005, 0,005, 0,05 bzw. 0,5 mMol Mn 
je Liter (Versuch 27). 


M. perforans reagierte auch bei Versuch 26 ausserordentlich stark 
auf einen Zusatz von Mn. Schon in der Konzentration 0,0022 mMol 
(0,123 mg) je Liter übte dieses Metall maximale Wirkung auf die Wachs- 
tumsgeschwindigkeit des Pilzes aus, die durch diesen Zusatz verfünffacht 
wurde. Ein gewisser wachstumsfördernder Effekt von Ca konnte nur in 
der Reihe konstatiert werden, die dieses Metall in der Konzentration 0,58 
mMol je Liter enthielt, aber keinen Mn-Zusatz erhalten hatte. 

Auch bei M. rotula (Versuch 27) wurde die Wachstumsgeschwindigkeit 
durch Mn-Zusatz gesteigert, wenn auch nicht in so hohem Grade wie bei J/. 
perforans. Bei einem Zusatz von 0,0005 mMol (0,027 mg) Mn je Liter bildete 
der Pilz in den Reihen mit den schwächeren Ca-Konzentrationen wäh- 
rend der Dauer des Versuchs ungefähr doppelt so viel Myzel wie in ent- 
sprechenden Reihen ohne Mn-Zusatz. In der Reihe, die mit 0,5 mMol 
Ca je Liter versetzt wurde, war die durch den eben erwähnten Mn-Zusatz 


von Ca-Tartrat aus, an denen die Pilzmyzelien festwuchsen, und die am Ende der Versuche 
kaum von den Myzelien getrennt werden konnten. Zuverlässige Werte für die Myzel- 
trockengewichte konnten für diese Reihen nicht erhalten werden, die deshalb kassiert wurden. 
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mMol Ca je Liter 


ооо 700 Ho 


Fig. 18. Der Einfluss verschiedener Kalzium- und Manganmengen auf das Wachstum von 
Marasmius alliaceus. Bezeichnungen wie bei Fig. 17 (Versuch 27). 


verursachte Erhöhung der Wachstumsgeschwindigkeit relativ etwas ge- 
ringer, was möglicherweise darauf beruhte, dass das Wachstum hier so 
weit ging, dass andere Faktoren als Metalle begrenzend auf dasselbe wirk- 
ten. Eine weitere Erhöhung der Mn-Konzentration bewirkte keine sicher 
feststellbare Zunahme der Wachstumsgeschwindigkeit. 

Der Effekt von Ca war sehr deutlich, und der Pilz reagierte auf dieses 
Metall stärker als auf Mn. Maximale Ca-Wirkung wurde erst bei einer 
Konzentration von 0,5 mMol je Liter erreicht. Ob eine weitere Erhöhung 
der Ca-Konzentration die Wachstumsgeschwindigkeit noch mehr gestei- 
gert hätte, lässt sich nach diesem Versuch nicht entscheiden. 

Der Effekt, den Ca und Mn zusammen hatten, war grösser als die 
Summe der Effekte, die jedes der beiden Metalle für sich ausübte. 

M. alliaceus bildete bei verschiedenen Ca-Konzentrationen verschie- 
dene Myzeltypen (vgl. 5. 84). Ohne Ca-Zusatz oder in Anwesenheit von 
nur 0,005 oder 0,05 mMol Ca je Liter bildete der Pilz unbedeutende Mengen 
Luftmyzel, und das submerse Myzel war stark schleimbildend. Bei 0,5 
mMol Ca je Liter war dagegen die Luftmyzelbildung reichlich und das 
submerse Myzel wenig schleimig. Infolgedessen waren die Trockenge- 
wichtsziffern am höchsten in der Reihe mit 0,05 mMol Ca je Liter. Hier- 
aus darf man indes nicht schliessen, dass dies die optimale Ca-Konzentra- 
tion für den Pilz ist. Die Trockengewichtsziffern für die Reihen mit der 
höchsten Ca-Konzentration können streng genommen nicht mit den Zif- 


9—43761 Symb. Bot. Ups. VIII: 2 
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Fig. 19. Der Einfluss verschiedener Kalzium- und Manganmengen auf das Wachstum von 
Marasmius epiphyllus. Bezeichnungen wie bei Fig. 17 (Versuch 27). 


fern für die übrigen Serien verglichen werden. Es ist indes deutlich, dass 
Ca unter den herrschenden Versuchsbedingungen von grösster Bedeutung 
für M. alliaceus ist. 

Auch bei Mn-Zusatz nahm die Wachstumsgeschwindigkeit für diesen 
Pilz zu. Der Mn-Effekt war jedoch abhängig von der Ca-Konzentration. 
In den Reihen mit den beiden schwächsten Ca-Konzentrationen hatte 
schon ein Zusatz von 0,0005 mMol Mn je Liter deutliche Wirkung. Durch 
weitere Erhöhung der Mn-Konzentration wurde der Effekt etwas gesteigert. 
In den Reihen, welche grössere Mengen Ca enthielten, hatte Mn erst in 
stärkerer Konzentration deutlichen Einfluss auf die Wachstumsgeschwin- 
digkeit des Pilzes. 

Unter den vier Pilzen, die bei den Versuchen 26 und 27 untersucht 
wurden, war M. epiphyllus die Art, welche am stärksten auf einen Zusatz 
von Ca reagierte. Schon ein Zusatz von 0,005 mMol Ca je Liter verdop- 
pelte die Wachstumsgeschwindigkeit. Das stärkste Wachstum wurde bei 
0,5 mMol Ca je Liter erzielt. Auch in diesem Fall lässt sich indes nicht 
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sagen, ob eine weitere Erhöhung der Ca-Konzentration die Wachstums- 
geschwindigkeit noch mehr gesteigert haben würde. 

Der Pilz schien weniger empfindlich für Mn zu sein als die übrigen Ar- 
ten. Erst in der Konzentration 0,05 mMol je Liter hatte dieses Metall 
deutliche Wirkung. 

Es ist wahrscheinlich, dass sich die Produktion in den 5 Reihen mit 
der höchsten Ca-Konzentration dem Maximum näherte, und dass andere 
Faktoren als die Metalle hier in erster Linie die Wachstumsgeschwindig- 
keit begrenzten. Der relativ niedrige Wert des Myzeltrockengewichts in 
der Reihe mit der höchsten Ca- und Mn-Konzentration erscheint jedoch 
sehr schwer erklärbar. 


Gewisse Werte in Tab. 38 könnten möglicherweise zu der Vermutung 
Anlass geben, dass bei dem Versuch mit M. perforans eine antagonistische 
Wirkung von Ca und Mn bestand. Ein solcher Antagonismus müsste je- 
doch bei diesem Mn-fordernden Pilz in erster Linie eine Abnahme der 
Wachstumsgeschwindigkeit bewirkt haben, wenn der Nährlösung_ stei- 
gende Mengen Ca zugesetzt wurden, ohne dass dieselbe einen Mn-Zusatz 
erhielt. Dies war nicht der Fall. Im Gegenteil lag der Wert des Myzel- 
trockengewichts in der ,,Mn-freien‘‘ Reihe mit dem höchsten Ca-Gehalt 
deutlich höher als in der entsprechenden Reihe ohne Ca. Die in Tab. 39 
zusammengestellten Resultate deuten auch nicht auf einen ausgesprochenen 
Antagonismus zwischen Ca und Mn bei den übrigen näher untersuchten 
Arten. 

Durch die Versuche 26 und 27 wurde die bei Versuch 25 gemachte 
Beobachtung bestätigt, dass unter den gewählten Versuchsbedingungen 
gewisse Marasmius-Arten besonders stark auf einen Zusatz von Ca, andere 
auf einen von Mn reagieren. Es ist indes darauf hinzuweisen, dass diese 
beiden Gruppen nicht als zwei entgegengesetzte physiologische Typen un- 
ter den Pilzen aufgefasst werden können. Dass das Verhalten der Pilze 
zu Ca und Mn hier gleichzeitig untersucht wurde, beruht ja lediglich dar- 
auf, dass diese Metalle wahrscheinlich beide physiologisch bedeutsame 
Bestandteile von Streuextrakt sind. 

Es muss von vornherein als wahrscheinlich angesehen werden, dass 
Ca und Mn in getrennte physiologische Prozesse eingreifen. Dass die 
maximale Wirkung der beiden Metalle bei verschiedenen Konzentrationen 
eintritt und dass kein deutlicher Antagonismus zwischen ihnen zu herrschen 
scheint, steht gut im Einklang mit dieser Annahme. 

Weitere Untersuchungen über die Wirkung von Mn habe ich nicht vor- 
genommen. Katalytische Wirkungen dieses Metalls sind indes wohlbe- 
kannt (Literaturangaben bei РівѕснгЕ 1939), und es ist möglich, dass 
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die Mn-Wirkung bei den Pilzen auf solchen Wirkungen beruht (vgl. auch 
Versuch 12, S. 66). 

Über die Ursachen der Ca-Wirkung habe ich eingehendere Unter- 
suchungen angestellt, über die im folgenden berichtet wird. 


с. Die Wirkungsweise des Kalziums. 


Lösungen einzelner Nährsalze üben gewöhnlich eine Giftwirkung auf 
Zellen und Gewebe aus (ÖSTERHOUT 1906, 1907 u.a.). Die Ursache hier- 
von ist, dass aus reinen Salzlösungen relativ grosse Mengen des Kations 
aufgenommen werden, und dass eine Überschwemmung des Protoplasmas 
mit ein und demselben Kation schädliche Wirkungen hat. In einer Lösung 
von zwei oder mehreren Salzen hemmen die Ionen gegenseitig ihre Auf- 
nahme. Dieser wechselseitige Einfluss der Ionen aufeinander wird ge- 
wöhnlich Antagonismus genannt. Eine Darstellung, wie man sich die Ent- 
stehung des Ionenantagonismus bei der Salzaufnahme des Protoplasmas 
denken kann, gibt LUNDEGÄRDH (1932, siehe auch 1940). 

Wenn es sich darum handelt, die günstige Wirkung von Ca auf das 
Wachstum von Pilzen zu erklären, sind besonders folgende Tatsachen zu 
beachten. Ca wird stark von der Oberflichenschicht des Protoplasmas 
adsorbiert. Dabei können andere Ionen in grossem Umfang verdrängt 
werden. Durch die Adsorption von Ca vermindert sich auch die Quellung 
und Permeabilität des Plasmas. Dass Ca bei höheren Pflanzen antago- 
nistisch gegenüber K, Na, Mg und Mn u.a. wirkt, ist durch Kultur- und 
Plasmolyseversuche von verschiedenen älteren Forschern nachgewiesen 
worden (Literaturangaben bei RUBINSTEIN 1928 und LuNDEGARDH 1932). 
Mit exakteren Methoden haben LunpEGARDH (1932, 1940) und BURSTRÖM 
(1934) dasselbe festgestellt. 

Es dürfte hier am Platze sein, etwas auf den Begriff Ionenantagonis- 
mus einzugehen. RUBINSTEIN definiert Antagonismus folgendermassen: 
..Als Antagonismus bezeichnen wir dann einfach eine symbathe Abhängig- 
keit zwischen den Konzentrationen von zwei Ionen. Wir sagen also, dass 
sie antagonistisch auf eine Lebenserscheinung einwirken, wenn der Ein- 
fluss irgend einer Konzentrationsveränderung des einen Ions auf dieselbe 
durch eine gleichsinnige Veränderung des anderen äquilibriert und aus- 
geglichen wird“ (RUBINSTEIN 1928, S. 261; BURSTRÖM 1934, S. 159). BUR- 
STRÖM (l. c., S. 160) gebraucht den Ausdruck Antagonismus, um zu be- 
zeichnen, dass ein Ion die Geschwindigkeit vermindert, mit der ein an- 
deres gleichnamig geladenes Ion von den Wurzeln aus einer Nährlösung 
aufgenommen wird. 

Bei der vorliegenden Untersuchung wurde der Zusammenhang zwi- 
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schen dem Gehalt der Nährlösung an verschiedenen Ionen und der 
Wachstumsgeschwindigkeit der Pilze studiert. Wenn zwei Ionen dem 
beiderseitigen Einfluss auf einen so komplizierten biologischen Prozess 
wie das Wachstum entgegenwirken, können sie ganz verschiedene Angriffs- 
punkte in der Zelle haben (vgl. BURSTRÖM l. е.). Solchenfalls liegt 
kein echter physiologischer Ionenantagonismus vor. RUBINSTEIN (1928, 
У. 305) bezeichnet eine solche Erscheinung als ‚Pseudoantagonismus“. 
Mehrere Autoren, an deren Arbeiten die folgende Erörterung anknüpft, 
wenden indes den Ausdruck Antagonismus in RUBINSTEINS ersterwähntem 
weiten Sinne an. Da es aus praktischen Gründen wertvoll ist, mit einem 
Wort die Tatsache bezeichnen zu können, dass ein Ion den entweder gün- 
stigen oder hemmenden Effekt eines andern Ions auf die Wachstumsge- 
schwindigkeit der Pilze vermindert, habe auch ich hier den Ausdruck An- 
tagonismus in seinem weiten Sinne gebraucht. 


Die Abhängigkeit der Kalziumwirkung von der Magnesium- 
sulfatkonzentration. 


RIPPEL & Srorss (1932) fanden, wie oben erwähnt, dass die Wachs- 
tumsgeschwindigkeit bei einer Anzahl Bakterien und niederen Pilzen zu- 
nahm, wenn die Nährlösung mit Ca versetzt wurde. Sie nahmen an, dass 
dieser Ca-Effekt auf einer antagonistischen Wirkung von Ca gegen Mg be- 
ruhte. Um diese Annahme nachzuprüfen, stellten sie Versuche an, bei 
denen die Mg- und Ca-Konzentrationen variiert wurden. Bei sehr hoher 
Mg-Konzentration war eine gewisse Schutzwirkung von Ca gegen Mg nach- 
weisbar. Beweise dafür, dass die Ca-Wirkung auch in den Nährlösungen 
mit normaler Mg-Konzentration durch den Antagonismus zwischen Ca 
und Mg bedingt war, haben diese Autoren jedoch meiner Ansicht nach 
nicht geliefert. Mann (1932) und RENNERFELT (1934), welche mit Asper- 
gillus niger arbeiteten, konnten nicht nachweisen, dass Ca antagonistisch 
gegen Mg wirkte. Ebensowenig fand LEDEBOER (1934) bei ihren Unter- 
suchungen über Ceratostomella ulmi eine antagonistische Wirkung zwischen 
Ca und Mg. 

Wäre der Effekt von Ca auf das Wachstum der Marasmius-Arten eine 
Folge des Antagonismus zwischen Ca und Mg, so müsste dies ja in sich 
schliessen, dass die Mg-Konzentration der benutzten Nährlösung supra- 
optimal war und auf die Wachstumsgeschwindigkeit des Pilzes eine ge- 
wisse hemmende Wirkung ausübte, der von Ca entgegengewirkt wurde. 
Um zu prüfen, ob dies der Fall war, stellte ich Versuch 28 an. Als Ver- 
suchsobjekt wählte ich M. rotula, der ja in den Versuchen 24 und 27 sehr 
stark auf einen Zusatz von Ca reagiert hatte. 
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Versuch 28. Der Einfluss verschiedener Magnesium- und Kalziumkonzentratio- 
nen auf das Wachstum von Marasmius rotula C (Tab. 40, Fig. 20). 

Grundlésung: Nährlösung A mit Zusatz von 5 mg MnSO,.4H,O und 50 ү Aneu- 
rin je Liter, aber ohne Mg-Sulfat. Zweimal destilliertes Wasser. 24 Reihen nach 
Tab. 40. 6 Parallelkolben. 


Der Einfluss der Mg-Sulfatkonzentration auf die Wachstumsgeschwin- 
digkeit des Pilzes war in hohem Grade von der gleichzeitig vorhandenen 
Ca-Menge abhängig. 

In den Reihen ohne Mg-Sulfat zeigte der Pilz keine oder (bei der gröss- 
ten Ca-Sulfatmenge) ganz geringe Entwicklung. 

Wenn kein Ca zugesetzt wurde, wurden bei einem Mg-Sulfatgehalt von 
20 mg je Liter nach 15 Tagen ca. 2 mg Myzel erhalten. Eine Vermehrung 
des Mg-Sulfatgehalts auf 100 oder 500 mg je Liter hatte keinen Einfluss 
auf die Wachstumsgeschwindigkeit. Bei einem Zusatz von 2500 bzw. 
12 500 mg je Liter nahm indes die Wachstumsgeschwindigkeit weiterhin zu. 

In den Reihen mit 1 mg Ca-Sulfat je Liter war die Wachstumsge- 
schwindigkeit etwas grösser als in den entsprechenden Reihen ohne Ca, 
aber der Pilz reagierte auf die verschiedenen Mg-Sulfatkonzentrationen in 
derselben Weise. Bei einer Mg-Sulfatkonzentration von 20 bis 500 mg je 
Liter wurden ca. 4 mg Myzel erhalten. Weitere Erhöhung der Konzentra- 
tion dieses Salzes bewirkte gesteigerte Wachstumsgeschwindigkeit. 

Wenn die Lösung 10 mg Ca-Sulfat je Liter enthielt, führte eine Erhö- 
hung der Mg-Sulfatkonzentration von 0 auf 500 mg je Liter eine starke 
Zunahme der Wachstumsgeschwindigkeit herbei. Eine weitere Steigerung 
der Mg-Sulfatkonzentration bewirkte dagegen nur eine ziemlich geringe 
Beschleunigung des Wachstums. 

Bei einer Ca-Sulfatkonzentration von 100 mg je Liter endlich stieg die 
Wachstumsgeschwindigkeit sehr stark, wenn die Mg-Sulfatkonzentration 
von 0 auf 100 mg je Liter erhöht wurde. Eine Erhöhung der Mg-Sulfat- 
konzentration auf 500 mg je Liter und darüber hatte bei dieser Ca-Kon- 
zentration keinen Effekt. 

Aus dem Versuch geht hervor, dass die in den Nährlösungen allgemein 
verwendete Mg-Sulfatkonzentration, 500 mg je Liter, in der Reihe ohne 
Ca-Zusatz mehr als ausreichend hoch war, damit sich der Pilz unter den 
gewählten Versuchsbedingungen mit maximaler Geschwindigkeit entwik- 
keln konnte. (Hier wird einstweilen von dem Effekt der beiden stärksten 
Mg-Sulfatkonzentrationen abgesehen, vgl. unten.) Eine hemmende Wir- 
kung auf die Wachstumsgeschwindigkeit des Pilzes übte das Mg-Sulfat 
weder in dieser noch in den höheren Konzentrationen aus. Ein Zusatz 
von Ca bewirkte bei sämtlichen Mg-Sulfatkonzentrationen, auch der 
schwächsten (20 mg je Liter), eine starke Zunahme der Wachstumsge- 
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Tabelle 40. 


Der Einfluss verschiedener Magnesium- und Kalziumkonzentrationen auf das 
Wachstum von Marasmius rotula С (Versuch 28). 


Myzel-Trockengewicht (mg) nach 15 Tagen. 


| mg CaSO,.2H,O je Liter 
Men, CHA) E з CH 
| mg je Liter 0 1 10 100 
| 0 0,1 + 0,0 0,2 + 0,0 0,2 + 0,0 11+ 0,1 
| 20 2,0 + 0,2 3,8 + 0,5 3,6 + 0,3 9,0 + 0,6 
| 100 Sa + Oya 3,3 + 0,5 8,2 + 2,5 20,3 + 1,1 
500 2,2 + 0,3 4,6 + 0,4 129 + 1,2 220+ 1,7 
| 2500 4,0 + 0,4 6,4 + 1,2 | 16,1 + 1,2 17,1 + 1,8 
U 
| 12500 11,5 + 0,5 12,7 + 2,4 | 18,6 + 2,2 20,4 + 1.3 
Eind-pH: 4,7-5,5. 
mg 
25 
20 ad 
е. 
15 
b 
a 
10 
d 
mg 219 504.7420 Je Liter 
20 100 500 2500 12500 


Fig. 20. Der Einfluss verschiedener Magnesium- und Kalziummengen auf das Wachstum 
von Marasmius rotula С. a: kein Ca-Zusatz; b, с und d: 1, 10 bzw. 100 mg CaSO,.2H.0 
je Liter (Versuch 28). 


schwindigkeit. Eine antagonistische Wirkung von Ca gegen 
Mg war also nicht feststellbar. 


Der giinstige Effekt, den die beiden stärksten Mg-Sulfatkonzentratio- 
nen in den Reihen mit 0 bzw. 1 mg Ca-Sulfat je Liter hatten, muss ent- 
weder darauf beruhen, dass das Mg-Sulfat bei diesen Konzentrationen an 
sich selbst eine günstige Wirkung hatte, die bei schwächeren Konzentra- 
tionen nicht hervortrat, oder darauf, dass das Salz günstig wirkende Ver- 
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unreinigungen enthielt, die erst in diesen Reihen solche Konzentrationen 
erlangten, dass ihr Effekt bemerkbar wurde. 

In einem Versuch, der hier in aller Kürze erwähnt sei, verglich ich die 
Wirkung verschiedener Konzentrationen des bei Versuch 28 verwendeten 
Mg-Sulfats und desselben Salzes, umkristallisiert in dreimal destilliertem 
Wasser, auf M. rotula. In Konzentrationen von 4 bis 500 mg je Liter 
waren die beiden Mg-Sulfate gleichwertig. Bei den Konzentrationen 2 500 
und 12 500 mg je Liter zeigte sich indes ein deutlicher Unterschied zwi- 
schen den beiden Salzen. Das nicht umkristallisierte Salz bewirkte wie 
in Versuch 28 eine erhebliche Zunahme der Wachstumsgeschwindigkeit. 
Dagegen hatte das umkristallisierte Salz bei der Konzentration 2 500 mg 
je Liter dieselbe Wirkung wie bei den schwächeren Konzentrationen. 
Erst wenn das Salz in der Konzentration 12 500 mg je Liter zugesetzt 
wurde, hatte es einen gewissen fördernden Einfluss auf das Wachstum. 

Der Versuch zeigte, dass der wachstumsfördernde Effekt, den das ge- 
wöhnliche ,,analysenreine‘‘ Mg-Sulfat bei höherer Konzentration hatte, 
wesentlich auf gewissen Verunreinigungen des Salzes beruhte, die grossen- 
teils durch einfache Umkristallisation entfernt werden konnten. Aus Tab. 
36 (S. 123) geht hervor, dass das nicht umkristallisierte Mg-Sulfat eine 
nicht unbedeutende Menge Ca enthielt. Dies spricht dafür, dass die wirk- 
same Verunreinigung in diesem Metall bestand. 


Die Abhängigkeit der Kalziumwirkung von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration. 


Die Ursache des Ca-Effekts muss eine andere sein als die antagonisti- 
sche Wirkung des Ca gegen Mg. Eine nähere Prüfung der Resultate von 
Versuch 24 und 25 schien mir einen Fingerzeig zu geben, wie die Unter- 
suchungen über diesen Effekt fortzusetzen seien. 

Auf S. 137 sind die numerischen Ausdrücke für das Verhältnis zwi- 
schen den Myzelmengen angegeben, die in den ebenerwähnten Versuchen 
einerseits in der Ca-Reihe, andererseits in der Kontrollreihe gebildet wur- 
den. Die Pilze sind nach der Grösse der so erhaltenen Quotienten aufge- 
führt. Zum Vergleich hiermit ist die Reihe wiedergegeben, in der die 
Pilze, wie ich früher gezeigt habe, nach der Lage des pH-Optimums ange- 
ordnet werden können. 

Die unten angegebenen Quotienten sind natürlich nicht als Konstanten 
zu betrachten. Bei einer Wiederholung des Versuchs würde sich sicher 
zeigen, dass sie innerhalb gewisser Grenzen variieren. Dabei würde sich 
wahrscheinlich auch die Reihenfolge in gewissem Grade verändern. Eben- 
sowenig kann die Reihenfolge, in der die Pilze nach der Lage der pH- 
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Optima angeordnet sind, als absolut sichergestellt angesehen werden. Im 
grossen und ganzen diirften indes die beiden Reihen die Empfindlichkeit 
der Pilze gegen einen Zusatz von Ca bzw. gegen eine Erhöhung der Was- 
serstoffionenkonzentration in den Nährlösungen zum Ausdruck bringen. 


Die Marasmius-Arten, nach ab- Die Marasmius-Arten, nach ab- 
nehmender Ca-Reaktion geordnet: nehmender Säure-Empfindlichkeit 
geordnet: 


M. graminum 

M. rotula 

M. epiphyllus 

M. chordalis 

M. scorodonius M. alliaceus 

M. graminum M. fulvobulbillosus 


M. chordalis ( ) 
( ) 
( ) 
( ) 
( ) 
( ) 

М. fulvobulbillosus ( 2,56) М. peronatus 
( ) 
( ) 
( ) 
( ) 
( ) 
( ) 


М. rotula 
М. epiphyllus 
М. alliaceus 


М. татеайз М. scorodonius 
М. putillus М. ramealis 
М. androsaceus М. putillus 
М. perforans 
М. peronatus 
М. foetidus 


М. perforans 
М. androsaceus 
М. foetidus 


Die Ubereinstimmung zwischen den beiden Reihen ist eine ziemlich 
gute. Die Arten, die sich bei den pH-Untersuchungen am empfindlichsten 
gegen höhere Wasserstoffionenkonzentrationen erwiesen hatten, reagier- 
ten nämlich bei Züchtung in Nährlösung A am stärksten auf einen Zusatz 
von Ca. Dies scheint zu zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen der 
wohlbekannten antagonistischen Wirkung von Ca gegen Wasserstoffionen 
und seinem Einfluss auf das Wachstum der Pilze besteht. 

BRENNER (1920) und PRIANISCHNIKOW (1923) fanden, dass Ca-Ionen 
die Giftwirkung der Wasserstoffionen auf Zellen verschiedener höherer 
Pflanzen herabsetzen. Mevıus (1927) stellte fest, dass Са die Widerstands- 
kraft der Wurzeln verschiedener Pflanzen gegen höhere Wasserstoffionen- 
konzentrationen steigert. i 

Auch bei niederen Pflanzen ist die antagonistische Wirkung von Ca 
gegen Wasserstoffionen konstatiert worden. LuNDEGARDH (1924) wies 
nach, dass das pH-Optimum für Gibberella Saubinetii, einen Parasitenpilz 
des Weizens, durch Zusatz von Ca nach der sauren Seite verschoben wer- 
den kann. ТАМІҮА (1928, S. 96, 99) fand, dass Ca bei Aspergillus oryzae 
eine gewisse Schutzwirkung gegen hohe Wasserstoffionenkonzentrationen 
ausübt. Warts (1939) stellte die hemmende Wirkung von u.a. Ca 
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gegen die Wasserstoffionen bei der Desmidiazee Micrasterias Thomasiana 
fest. 

Um die Abhängigkeit des Ca-Effekts von der Wasserstoffionenkon- 
zentration zu studieren, beschloss ich, gewisse der Marasmius-Arten, die 
am stärksten auf Ca reagierten, bei einer Reihe verschiedener pH-Werte 
mit und ohne Zusatz von Ca zu ziichten. 

In Versuch 29 wurde das Wachstum von M. graminum in einer Nähr- 
lösung untersucht, deren pH durch Phosphatpuffer auf verschiedene 
Werte gebracht wurde, und die Ca teils enthielt, teils nicht enthielt. 


Versuch 29. Der Einfluss von Kalzium auf das Wachstum von Marasmius gra- 
minum bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen, die mit Phosphatpuffer her- 
gestellt wurden (Tab. 41). 

Grundlösung: siehe Versuch 22, S. 108. 

Der Versuch wurde gleichzeitig mit Versuch 22 ausgeführt, und die Ca-Reihen sind 
identisch mit den M. graminum-Reihen in jenem Versuch. 6 Parallelkolben. 


Tabelle 41. 


Der Einfluss von Kalzium auf das Wachstum von Marasmius graminum bei 
verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen, die mit Phosphatpuffer 
hergestellt wurden (Versuch 29). 


Versuchszeit: 12 Tage. 


Kein Ca-Zusatz 100. mig CaSO, 2 H,O 


Ant.- je Liter 
pH End- Trocken- End- Trocken- 
pH gewicht mg pH gewicht mg 
| | 
29 | 2,9 Ол + 0,0 2,9 0,1 + 0,0 
3,3 | 3,2 0,4 + 0,0 3,2 | 8,0 + 0,7 
3,7 3,7 6,4 + 0,3 8,7 29,3 + 1,0 
4s | 4,3 34,4 + 2,3 44 55,5 + 2,4 
4,5 5,1 60,4 + 2,0 4,8 62,6 + 1,6 
6,0 5,8 108,6 + 1,4 5,7 124,6 + 1,8 
6,9 6,7 108,5 + 1,7 6,4 121,7 + 3,0 
7,8 6,8 109,9 + 1,7 7,8 3,2 + 0,5 


In dem sauersten Gebiet, in dem der Pilz überhaupt wachsen konnte 
(pH 3,3-4,3), hatte Ca eine sehr kräftige Wirkung. Dies zeigt, dass das 
Metall auch bei M. graminum eine Schutzwirkung gegen hohe Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen ausübt. Auch bei optimaler Wasserstoffionenkon- 
zentration hatte Ca indes einen gewissen Effekt, der nicht als Folge des 
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Antagonismus zwischen den Ca- und den Wasserstoffionen gedeutet wer- 
den kann. Es ist denkbar, dass dieser Effekt auf einer Schutzwirkung 
gegen die verwendeten Phosphate beruhte, deren Konzentration ja ziem- 
lich hoch war (vgl. Versuch 31). 

Ein Zusatz von Ca zu der alkalischen Lösung (pH 7,8) hatte zur Folge, 
dass das Wachstum gehemmt wurde. Ohne Ca-Zusatz ermöglichte diese 
Lösung dagegen ein Wachstum, das nahezu ebenso gut war wie in den 
neutralen und schwach sauren Reihen. In der Ca-freien, von Anfang an 
alkalischen Lösung konnte am Ende des Versuchs eine kräftige Oxalsäure- 
bildung nachgewiesen werden. Diese Säurebildung dürfte die Ursache ge- 
wesen sein, dass sich das pH hier im Verlauf des Versuchs von 7,8 auf 
6,8 verschob. In den übrigen Reihen konnte Oxalsäure nicht festgestellt 
werden. Dass die Oxalsäurebildung bei gewissen Pilzen bei alkalischer 
reaktion begünstigt wird oder bloss bei solcher stattfinden kann, ist auch 
von JAacquor (1938) nachgewiesen worden. 

Mehrere Ursachen der starken Wachstumshemmung durch Ca in alka- 
lischem Milieu sind denkbar, aber diese Frage muss hier offen gelassen 
werden. 

Um zu untersuchen, ob Ca eine gleichartige Wirkung auf den Pilz hatte, 
wenn das pH durch Zitratpuffer reguliert wurde, führte ich Versuch 30 
aus. Bei diesem Versuch wurden ausserdem M. androsaceus C und M. 
scorodonius A herangezogen. 


Versuch 30. Der Einfluss von Kalzium auf das Wachstum von Marasmius androsa- 
ceus С, М. graminum und М. scorodonius A bei verschiedenen Wasserstoffionenkon- 
zentrationen, die mit Zitratpuffer hergestellt wurden (Tab. 42). 


Grundlösung: 
Glykose 20 g FeCl,-Lösung (Fe-Konz. 1/500)............ 0,5 ecm 
Asparagin 1 g ZnSO ,-Lösung (Zn-Konz. 1/500)........... 0,5 сет 
KH,PO, 0,5 g EE EE 50 y 
MgS0,.7H,0 0,5 g НО (zweimal СӨЗ) слет 5.0 400 ccm 
NaCl 0,5 g 


Diese Lösung wurde teils ohne Ca-Zusatz, teils mit Zusatz von 200 mg CaCl, . 
6H,O (umkristallisiert aus dreimal destilliertem Wasser) je 400 cem Wasser bereitet. 

Die verschiedenen pH-Reihen wurden in der Weise zubereitet, dass zu 1 Volu- 
men Grundlösung 1!/, Volumina verschiedener Zitratpufferlösungen zugesetzt wur- 
den. Diese letzteren wurden dadurch hergestellt, dass 0,1-mol. sek. Na-Zitratlösung 
einerseits mit 0,1-n HCl, andererseits mit 0,1-n NaOH versetzt wurde (SÖRENSEN 
1909). Im übrigen wurde der Versuch ebenso ausgeführt wie Versuch 22. Jedem 
der Kolben, die mit M. androsaceus geimpft werden sollten, wurden 10 my Biotin 
zugesetzt. 


Der Versuch ergab ziemlich überraschende Resultate. Wenn kein Ca 
zugesetzt wurde, wirkte der Zitratpuffer stark hemmend auf das Wachs- 
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Tabelle 42. 


Der Einfluss von Kalzium auf das Wachstum einiger Marasmius-Arten bei 
verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen, die mit Zitratpuffer 
hergestellt wurden (Versuch 30. 


Kein Ca-Zusatz 


Trocken- 


gewicht mg 


200 mg CaCl, . 6 H,O 


End- 
pH 


je Liter 


Trocken- 
gewicht mg 


ЛГ. androsaceus ©. Versuchszeit: 25 Tage. 


Anf.- 
pH End- 
pH 
1,9 1,9 0,1 
3,0 2,9 1,6 
4,0 3,9 2,0 
4,9 4,9 0,1 
6,0 5,9 0,1 
6,8 6,8 0,1 
M. graminun 
Lu 1,9 0,1 
3,0 3,0 0,1 
4.0 1,0 6,1 
4.9 5,0 44 
6,0 6,0 1,2 
6,8 6,8 0,2 
ЛГ. scorodonius 
1,9 1,9 0,1 
3,0 3,0 1,8 
1,0 4,0 6,0 
4,9 4,9 0,3 
6,0 5,0 0,2 
6,8 6,8 0,2 


tum der Pilze. Diese Hemmung 


ee 


+ 0,0 
Oe 
+ 0,2 
+ 0,0 
+ 0,0 
+ 0,0 


0,0 
0,0 
1,0 
0,8 
0,4 
0,0 


ЇР. RR FR Je t 


0,0 
0,1 
0,4 
0,0 
0,0 
+ 0,0 


oe 


Versuchszeit: 


1,9 
2,9 
3,8 
4,8 
5,9 
6,8 


1,9 
3,0 
4,0 
5,1 
6,1 


6,6 


. Versuchszeit: 


1,9 
3,0 
4,0 
4,8 
5,9 


6,8 


0,5 
7,9 
4,3 
0,5 
0,1 
0,1 


10 Tage. 


23 Tage. 


0,1 


1,0 
0,1 
0,0 


war in den sauersten Lösungen (pH 3- 
4) am geringsten, nahm aber zu, wenn das pH der Lösung auf Werte über 
4 erhöht wurde, und war in der Nähe des Neutralpunkts total (siehe vor 
allem M. graminum). Wenn die Nährlösung mit Ca versetzt wurde, wie- 
sen die Pilze dagegen pH-Kurven auf, die ziemlich gut mit denen über- 
einstimmten, die bei Versuch 22 mit Phosphatpuffer erhalten worden 
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waren. Das Optimum lag nämlich für M. androsaceus bei pH 3-4, für 
М. graminum nahe dem Neutralpunkt und für M. scorodonius bei pH 5. 
Die durch den Zitratpuffer verursachte Hemmung wurde also durch Ca 
aufgehoben. 

Die Resultate von Versuch 29 können, wie oben bemerkt, so gedeutet 
werden, dass auch der Phosphatpuffer eine gewisse hemmende Wirkung 
ausübt, der durch Ca-Zusatz entgegengewirkt wird. 

Um genauer festzustellen, wie höhere Konzentrationen verschiedener 
Alkalisalze bei Zusatz und Weglassung von Ca das Myzelwachstum be- 
einflussen, führte ich Versuch 31 aus. 


Versuch 31. Der Einfluss verschiedener Alkalisalze in stärkerer Konzentration 
auf das Wachstum von Marasmius graminum bei Zusatz und Weglassung von Kal- 
zium (Tab. 43). 

Grundlösung: Die Grundlösung in Versuch 30 mit Zusatz von 0,5 р K,HPO, 
je 400 сет Wasser. Diese Lösung wurde wie im vorigen Versuch teils ohne Ca-Zu- 
satz, teils mit Zusatz von 200 mg umkristallisiertem СаС1„. 6 H,O je 400 сет Wasser 
bereitet. 

Die verschiedenen Reihen wurden in der Weise hergestellt, dass Portionen von 
60 cem sterilisierter Grundlösung nach dem untenstehenden Schema aseptisch mit 
90 cem sterilisierter Salzlösung versetzt wurden, worauf die Lösungen auf trocken 
sterilisierte 100-cem-Kolben verteilt wurden. Die Reihen a-f wurden aus Grundlö- 
sung bereitet, die keinen Ca-Zusatz erhalten hatte, die Reihen a,-f, in entsprechen- 
der Weise aus Grundlösung mit Ca-Zusatz. 


Zusätze je 60 cem Grundlösung in den verschiedenen Reihen: 


a und a,) 90 сет Н.О. 
b und b,) 90 сет Na-Zitratpuffer (42 сет 0,1-mol. sek. Na-Zitrat +48 сет 0,1-1 


NaOH). 

e und су) 90 сет K-Zitratpuffer (42 сет 0,1-mol. sek. K-Zitrat +48 cem 0,1-n 
KOH). 

d und d,) 90 сет Phosphatpuffer (76 сет 1/15-mol. KH,PO,+14 cem 1/15-mol. 
Na,HPO,). 


e und e,) 90 сет 0,1-mol. Na,SO,.10 H,O. 
f und f,) 90 cem 0,1-mol. K,SO .. 


Bei dem Versuch wurde nur zweimal destilliertes H,O verwendet. 6 Parallel- 
kolben. 


Das Wachstum erfolgte in sämtlichen Reihen bei ungefähr derselben 
Wasserstoffionenkonzentration. Die pH-Verschiebungen, welche statt- 
fanden, waren so klein, dass sie keine wesentliche Rolle für das Wachstum 
des Pilzes spielen konnten. 

Von grösstem Interesse ist, dass der Pilz in der Kontrollreihe dieses 
Versuches nicht auf einen Zusatz von Са reagierte. Dass Zitratpuffer 
stark hemmend auf das Wachstum wirkt, bestätigte sich, ebenso, dass Ca 
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Tabelle 43. 


Der Einfluss verschiedener Alkalisalze in stärkerer Konzentration auf das Wachstum 
von Marasmius graminum bei Zusatz und Weglassung von Kalzium (Versuch 31). 


Versuchszeit: 10 Tage. 


Kein Ca-Zusatz | 200 mg CaCl, . 6 H,O je Liter 
Salzzusatz aaa Е | | a 
SSES Ам. | End- Trocken- Anf.- End- | Trocken- 
pH | рн gewicht mg pH pH gewicht mg 
Kontrolle ..... 64 6,3 | 102,5 + 4,9 6,4 57 ` 1015 + 3,5 
Na-Zitratpuffer . . .ı 6,2 6,2 8,3 + 0,8 6,2 6,3 96,8 + 3,2 
| 
K-Zitratpuffer ...| 6,2 | 6,2 0,9 + 0,4 6,2 6,8 76,8 + 2,8 
Phosphatpuffer . . . 6,1 | 6,1 79,7 + 6,2 б, 6,1 94,6 + 1,2 
N2,80,.10H,0 .. 64 | 6,7 42, 4 1,7 6,4 5s | 908+ 93 
EBO, „.....у Ba | 68 46,3 + 5,2 6,4 5,9 96,6 + 2,0 | 


diese Hemmung vollständig oder fast vollständig aufhebt. Es ist von ge- 
wissem Interesse, dass der K-Zitratpuffer noch stärker hemmend wirkte 
als der Na-Zitratpuffer. Auch durch den Phosphatpuffer wurde die Wachs- 
tumsgeschwindigkeit herabgesetzt, wenngleich in viel geringerem Grade 
als durch den Zitratpuffer. Auch diese Hemmung wurde durch Ca aufge- 
hoben. Auch Na- und K-Sulfat hemmten das Wachstum. Die Hemmung 
wurde durch Ca aufgehoben. 

Die Schutzwirkungen von Ca gegen verschiedene Salze werden auf 
S. 150 näher erörtert. 

Aus Versuch 31 geht hervor, dass die Ca-Wirkung, wenigstens bei M. 
graminum, ganz auf der Zusammensetzung der Nährlösung beruht. Die 
bei diesem Versuch verwendete Nährlösung unterscheidet sich in folgen- 
den Beziehungen von der bei Versuch 25 benutzten Nährlösung A mit 
NaCl und Aneurin, in der die Ca-Wirkung deutlich war: 

1) 5 g NH,-Tartrat (Nährlösung A) wurden durch 1 g Asparagin je 
Liter ersetzt. 

2) 1 g KH,PO, (Nährlösung A) wurde durch 0,5 g KH,PO, +0,5 g 
K,HPO, je Liter ersetzt. 


Das Anfangs-pH wurde durch diese Massnahmen von 5,5 (Nährlösung 
A) auf 6,4 erhöht. Da der Pilz ausserdem eine stärkere Verschiebung des 
pH nach der sauren Seite verursacht, wenn er in einer Lösung mit NH,- 
Tartrat, als wenn er in einer mit Asparagin wächst, erscheint es sehr wohl 
möglich, dass die Ca-Wirkung in einer Lösung mit NH,-Tartrat und einem 
Anfangs-pH von 5,5 wenigstens bei M. graminum wesentlich auf der ant- 


agonistischen Wirkung des Metalls gegen Wasserstoffionen beruht. Man 
kann es indes nicht fiir ausgeschlossen halten, dass Ca auch gegen NH,- 
oder Tartrationen oder gegen diese beiden Ionen schützend wirkt. 

Die Resultate der Versuche 29-31 zeigten, dass man bei Unter- 
suchungen über die Abhängigkeit der Ca-Wirkung von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration die letztere nicht durch Zusatz von SÖRENSENS Phos- 
phat- oder Zitratpufferlösungen regulieren kann. Diese üben nämlich auf 
das Wachstum eine mehr oder minder starke Hemmungswirkung aus, 
der durch Ca entgegengewirkt wird. Eine antagonistische Wirkung von 
Ca gegen die Wasserstoffionen kann deshalb unter diesen Bedingungen 
nicht mit voller Deutlichkeit hervortreten. Es müsste indes möglich sein, 
ohne störende Einwirkung anderer Faktoren die Abhängigkeit des Ca- 
Effekts vom pH zu studieren, indem man von der bei Versuch 31 verwen- 
deten Nährlösung ausginge und ihr pH durch Zusatz von HCl allein regu- 
lierte. 


Versuch 32. Der Einfluss von Kalzium auf das Wachstum von Marasmius gra- 
minum in asparaginhaltiger Nährlösung, deren Wasserstoffionenkonzentration durch 
Zusatz verschiedener Mengen Salzsäure reguliert wurde (Tab. 44). 


Nährlösung: 


Glykose 20 g FeCl,-Lösung (Fe-Konz. 1/500)............ 0,5 cem 
Asparagin L cg ZnSO,-Lésung (Zn-Konz. 1/500)........... 0,5 cem 
KH,PO, 0,5 g АЗБАН И. o „шша шака EELER ая wR 854586459 50 ү 
K,HPO, 0,5 g HO (zweimal деѕі.)..................... 1000 сет 
MgS0,.7H,0 0,5 g 


Diese Lösung hatte ein pH von 6,4. Durch Zusatz von 22,5 bzw. 30,0 ccm 
0,1-n HCl je Liter wurde das pH auf 5,5 bzw. 4,2 verschoben. Der Pilz wurde bei 
jedem der genannten pH-Werte mit und ohne Zusatz von Ca (umkristallisiertes 
CaCl,.6H,O) in der Konzentration 1 mMol je Liter gezüchtet. 


Tabelle 44. 


Der Einfluss von Kalzium auf das Wachstum von Marasmius graminum in 
asparaginhaltiger Nährlösung, deren Wasserstoffionenkonzentration durch 
Zusatz verschiedener Mengen Salzsäure reguliert wurde (Versuch 32). 


Versuchszeit: 10 Tage. 


Kein Ca-Zusatz 1 mMol Ca je Liter 
Anf.- = — = а 
pH End- Trocken- End- Trocken- 
pH gewicht mg pH gewicht mg 
4,2 42 | 44 + 0,5 4,2 22,5 + 0,5 
6,5 5,5 61,6 + 1,8 5,6 | 85,2 + 3,4 
6a | 6,4 108,7 + 4,9 5s | 110,6 + 3,8 
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Der Versuch bestitigte, dass die Wachstumsgeschwindigkeit des Pil- 
zes in der asparaginhaltigen Nährlösung bei optimaler Wasserstoffionen- 
konzentration nicht durch Zusatz von Ca beeinflusst wird. Indes ist zu 
beachten, dass sowohl bei diesem als bei dem vorhergehenden Versuch 
das pH in der Ca-Reihe stärker in saurer Richtung verschoben wurde als 
in der Kontrollreihe, obgleich die Myzelerzeugung in beiden Reihen unge- 
fähr dieselbe war. Dies lässt sich vielleicht so deuten, dass das Metall 
eine gewisse Rolle beim Stoffwechsel des Pilzes auch in den Fällen spielt, 
wo es die Wachstumsgeschwindigkeit nicht deutlich beeinflusst. 

Wenn die Wasserstoffionenkonzentration erhöht wurde, trat die gün- 
stige Wirkung des Ca auf das Wachstum des Pilzes immer stärker hervor. 
Schon bei pH 5,5 war diese Wirkung deutlich erkennbar, und bei pH 4,2 
wurde in der Ca-Reihe ca. fünfmal mehr Myzel erhalten als in der Ca-freien. 
Das Resultat von Versuch 32 scheint mir stark die Annahme zu stützen, 
dass die günstige Wirkung, die Ca auf das Wachstum von M. graminum 
ausübt, wenn dieser Pilz in NH,-Tartrathaltiger Nährlösung gezüchtet 
wird, wesentlich auf der Schutzwirkung des Metalls gegen supraoptimale 
Wasserstoffionenkonzentrationen beruht. Bei Versuch 25, wo der Ca-Ef- 
fekt sehr kräftig war, betrug das Anfangs-pH 5,5 und das End-pH in der 
Reihe ohne Ca 4,8 und in der Reihe mit Ca 4,7, d.h. das Wachstum voll- 
zog sich in einem pH-Gebiet, wo Ca infolge seiner Schutzwirkung gegen 
die Wasserstoffionen das Wachstum stark fördert. 

Um zu untersuchen, ob der Ca-Effekt im allgemeinen dadurch aus- 
geschaltet werden konnte, dass die Pilze in asparaginhaltigen Nährlösungen 
mit optimaler Wasserstoffionenkonzentration gezüchtet wurden, und um 
bei verschiedenen Objekten den Antagonismus zwischen Ca und den 
Wasserstoffionen zu studieren, stellte ich Versuch 33 an. 


Versuch 33. Der Einfluss von Kalzium auf das Wachstum einiger Marasmius- 
Arten in asparaginhaltiger Nährlösung, deren Wasserstoffionenkonzentration durch Zu- 
satz von Salzsäure reguliert wurde (Tab. 45). 

Der Versuch wurde wie Versuch 32 ausgeführt. Ca wurde hier jedoch in der 
Konzentration 0,5 mMol je Liter zugesetzt. Die Lösungen mit pH 3,1 und 2,5 wur- 
den durch Zusatz von 50 bzw. 120 cem 0,1-n HCl je Liter Nährlösung erhalten. Zwei- 
mal destilliertes H,O. 6 Parallelkolben. 


Die pH-Verschiebungen waren bei diesem Versuch natürlich grösser 
als bei dem mit starken Pufferlösungen ausgeführten Versuch 22. Mit 
Ausnahme von M. foetidus verschoben indes die Pilze das pH ziemlich 
mässig. 

M. alliaceus reagierte auch bei optimaler Wasserstoffionenkonzentra- 
tion positiv auf einen Zusatz von Ca. Die Versuchsreihen mit diesem 


Tabelle 45. 


Der Einfluss von Kalzium auf das Wachstum einiger Marasmius-Arten in 
asparaginhaltiger Nährlösung, deren Wasserstoffionenkonzentration durch Zusatz 
verschiedener Mengen Salzsäure reguliert wurde (Versuch 33). 


Kein Ca-Zusatz 0,5 mMol Ca je Liter 


Lik. nn SS 
pH End- Trocken- End- Trocken- 
| pH gewicht mg pH gewicht mg 
| М. alliaceus. Versuchszeit: 20 Tage. 
4,1 4,0 40 + 0,2 3,9 6,1 + 0,5 
| 6,5 54 48+ 0,3 5,3 79 + 0,3 
6,4 6,3 1,4 + 0,1 6,3 2,6 + 05 
M. epiphyllus. Versuchszeit: 13 Tage. 
| 4,1 4,3 3,4 + 0,2 4,3 10,0 + 0,3 
5,5 5,3 20,3 + 1,2 5,0 30.5 + 1,8 
6,4 5,7 25,5 + 2,3 5,4 39.0 + 3.3 
| M. foetidus A. Versuchszeit: 11 Tage. 
| 
| 25 24 | 1,6 + 01 I ga j 1,7 Ж 0,1 
л | 3,0 3,7 +02 2,9 3,9 + 01 
4,1 3,2 81 + 01 3.0 3,6 0,2 
5,5 aa | 2,8 + 0,1- 3,1 3,7 + 0л 
M. rotula С. Versuchszeit: 14 Tage. 
4л 47 0,9 + 0,2 4,6 5,5 + 0,9 
5,5 5,8 15,3 + 2,2 5,6 12,8 + 2,2 
64 | 6,5 16,4 + 2,9 6,4 16.9 + 1,7 
M. scorodonius A. Versuchszeit: 11 Tage. 
Зл 3,1 1,6 + 0,2 2,9 3.6 + 0,2 
4,1 4,0 4,7 + 0,2 3,9 444 0,3 
5,5 5,2 3,3 + 0,2 47 5,7 + 0,2 
6.4 5,6 | 35 + 0,2 5,2 5.2 + 0,2 


10— 43761 Symb. Bot. Ups. VIII: 2 


146 GOSTA LINDEBERG 


Pilz umfassten keine deutlich supraoptimale Wasserstoffionenkonzentra- 
tion. 

Es ist möglich, dass bei dem Versuch mit M. epiphyllus auch die Was- 
serstoffionenkonzentration der am wenigsten sauren Lösung etwas zu hoch 
war, als dass der Pilz mit maximaler Geschwindigkeit hätte wachsen kön- 
nen. Der Ca-Effekt war jedoch in sämtlichen Lösungen sehr stark, und 
es ist wahrscheinlich, dass der Pilz auch bei optimaler Wasserstoffionen- 
konzentration auf das Metall reagiert hätte. 

Bei dem Versuch mit M. foetidus verschob sich das pH stark nach der 
sauren Seite. Eine deutliche Ca-Reaktion konnte in diesem Fall kaum 
konstatiert werden. 

M. rotula verhielt sich ebenso wie M. graminum (Versuch 32). Bei 
optimaler Wasserstoffionenkonzentration hatte Ca keine Wirkung, bei 
supraoptimaler war der Ca-Effekt dagegen deutlich. 

M. scorodonius reagierte deutlich positiv auf Ca bei supraoptimaler 
Wasserstoffionenkonzentration. Ohne Ca-Zusatz wuchs der Pilz am bes- 
ten bei pH 4, mit Ca wurden die grössten Ernten wie in Versuch 22 bei 
pH 5-6 erhalten. Dies beruhte darauf, dass der Pilz in den weniger sau- 
ren Lösungen bei Anwesenheit von Ca Membranen im Zentrum der schwim- 
menden Kolonien bildete, was in den entsprechenden ,,Ca-freien‘‘ Lösun- 
gen nicht der Fall war. Auch bei diesem Pilz hatte also Ca deutlichen 
Einfluss auf die morphologische Ausbildung des Myzels (vgl. M. alliaceus 
S. 129). 

Die Untersuchungen über die Abhängigkeit der Ca-Wirkung von der 
Wasserstoffionenkonzentration wurden nicht auf weitere Arten ausge- 
dehnt. Die vorliegenden Resultate zeigen indes, dass diese Wirkung we- 
nigstens in gewissen Fällen (M. graminum, М. rotula) ganz fortfällt, wenn 
die Wasserstoffionenkonzentration der Nährlösung optimal ist und die 
Stickstoffquelle in einer Verbindung besteht, die bei der Aufnahme des 
Stickstoffs keine stärkeren Säuren bildet. Wird die Wasserstoffionen- 
konzentration auf supraoptimale Werte erhöht, so hat indes Ca auch in 
einer Nährlösung mit einer solchen Stickstoffquelle deutlich günstige Wir- 
kung auf das Wachstum der Pilze. Dieser Effekt muss auf der antagoni- 
stischen Wirkung des Ca gegen die Wasserstoffionen beruhen. 

М. alliaceus und М. epiphyllus reagierten indes in Versuch 33 auch 
bei optimaler Wasserstoffionenkonzentration positiv auf Ca. Auch ein 
Teil der in Versuch 25 untersuchten Pilze, welche auf Са reagierten, wuchs 
während des ganzen Versuchs bei optimaler Wasserstoffionenkonzentra- 
tion. Dies zeigt, dass der Antagonismus zwischen Ca und den Wasserstoff- 
ionen bei verschiedenen Arten nicht die einzige Ursache des Ca-Effekts 
sein kann. 
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Die Abhängigkeit der Kalziumwirkung von der Ammonium- 
tartratkonzentration. 


Wegen des grossen Unterschiedes der Wirkung von Са in einer Nähr- 
lösung, die NH,-Tartrat als N-Quelle enthält, und in einer solchen, die 
statt dessen Asparagin enthält, muss man es, wie oben bemerkt, für mög- 
lich halten, dass die Ca-Wirkung direkt dadurch vom NH,-Tartratgehalt 
der Lösung abhängig ist, dass Ca gegen schädliche Konzentrationen die- 
ses Salzes schützt. Um diese Annahme zu prüfen, untersuchte ich in Ver- 
such 34 den Effekt von Ca in einer Nährlösung, deren NH,-Tartratkon- 
zentration variiert wurde. Liegt bei der von mir im allgemeinen verwen- 
deten NH,-Tartratkonzentration (5 g/l) eine Schutzwirkung von Ca ge- 
gen dieses Salz vor, so muss ja die Ca-Wirkung bei schwächeren NH,- 
Tartratkonzentrationen geringer sein. 


Versuch 34. Der Einfluss von Kalzium auf das Wachstum von Marasmius gra- 
minum bei verschiedenen NH ,-Tartratkonzentrationen (Tab. 46). 

Grundlösung: Nährlösung A mit 0,5 g NaCl und 50 у Aneurin je Liter, aber 
ohne NH,-Tartrat. Zweimal destilliertes Wasser. 

6 Reihen mit verschiedenen NH,-Tartratkonzentrationen nach Tab. 46. 


Tabelle 46. 


Der Einfluss von Kalzium auf das Wachstum von Marasmius graminum bei 
verschiedenen NH,-Tartratkonzentrationen (Versuch 34). 


Versuchszeit: 11 Tage. 


Kein Ca-Zusatz 0,5 mMol Ca je Liter 
NH, Tartrat Е 
g je Liter Anf.- End- Trocken- Anf.- End- Trocken- 
pH pH gewicht mg | pH pH gewicht mg 
| | | 
0 4,5 4,5 0,3 + 0,0 4,5 4,5 0,3 + 0,0 | 
1 5,4 4,0 219+10 | би 7 46,7 +21 | 
2 5,5 44 25,7 +1.0 5,5 4,1 53,2 + 2,9 
3 5,5 4,5 26,5 + 1,0 5,5 4,3 59,2 + 1,7 
| 4 5,5 4,7 28,4 + 1,3 5,5 4,5 56,8 + 21 
| 5 5,5 4,7 232 + 1л 5,5 4,5 63,1 +12 


Der Zusatz von Ca hatte bei sämtlichen NH,-Tartratkonzentrationen 
gleich starke Wirkung, indem die Wachstumsgeschwindigkeit des Pilzes 
auf etwas mehr als das Doppelte erhöht wurde. Die schützende Wirkung, 
die Ca möglicherweise gegen höhere NH,-Tartratkonzentrationen ausübt, 
hat also keine nennenswerte Bedeutung für den hier konstatierten Ein- 
fluss des Metalls auf die Wachstumsgeschwindigkeit des Pilzes. 
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Im übrigen geht aus dem Versuch hervor, dass das NH,-Tartrat bei 
den stärkeren hier verwendeten Konzentrationen eine deutliche Puffer- 
wirkung hat, was wahrscheinlich von Vorteil sein kann, wenn man säure- 
empfindliche Arten züchten will. An und für sich bedeutet indes eine 
NH,-Tartratkonzentration von 5 g/l eine Überdosierung der N-Quelle. 


d. Kann Kalzium durch Strontium ersetzt werden? 


Wenn die günstige Wirkung von Ca wesentlich auf der antagonisti- 
schen Wirkung des Metalls gegen verschiedene Ionen beruht, muss Ca in 
mehr oder weniger hohem Grade durch nahestehende Metalle, in erster 
Linie Sr, ersetzt werden können. RıppeL & Srorss (1932) fanden auch, 
dass Ca bei gewissen niederen Pilzen ganz oder teilweise durch Sr ersetzt 
werden kann. Wegen der übrigen Literatur über die Möglichkeit, bei ver- 
schiedenen Pflanzen Ca durch Sr zu ersetzen, verweise ich auf PIRSCHLE 
(1938). 

In Versuch 35 wurde die Möglichkeit untersucht, bei gewissen Maras- 
mius-Arten Ca durch Sr zu ersetzen. Als Objekt wurden M. graminum 
und M. rotula gewählt, d. h. die Arten, für die ich hatte nachweisen können, 
dass die Ca-Wirkung ganz auf der Zusammensetzung des Mediums beruht. 


Versuch 35. Untersuchung über die Möglichkeit, bei Marasmius graminum und 
M. rotula Kalzium durch Strontium zu ersetzen (Tab. 47). 

Nährlösung A mit 0,5 g NaCl und 50 y Aneurin je Liter. Sr wurde als SrCl,. 
6 H,O zugesetzt. Zweimal destilliertes Wasser. 3 Reihen nach Tab. 47. 6 Parallel- 
kolben. 


Tabelle 47. 


Der Einfluss von Kalzium und Strontium auf das Wachstum von Marasmius 
graminum und M. rotula (Versuch 35). 


0,5 mMol Са 0,5 mMol Sr | 


| S | Kein Zusatz | А A b d | 
Versuähe- [a je Liter je Liter 
A | f | S 
objekt fal Trocken- End- Trocken- | End- Trocken- End- 

|: | gewicht mg) pH | gewicht mg pH gewicht mg | pH | 

| 

М. graminum . . 11 23,2 + 1,1 47 | 631412 45 50,3 + 1,5 15 | 
М. rotula С...) 20 234 + 0,2 5,3 247 15 47 6,8 + OW ӧл | 


Durch Zusatz von Sr wurde die Wachstumsgeschwindigkeit bei beiden 
Pilzen ungefähr auf das Doppelte erhöht. Bei M. graminum war die Sr- 
Wirkung fast ebenso stark wie die Ca-Wirkung, bei M. rotula dagegen be- 
deutend schwächer. Um die Frage der Ersetzung von Ca durch Sr vollständig 
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zu klären, dürften umfangreichere Versuche erforderlich sein. Die Resultate 
von Versuch 35 zeigen indes, dass die Ca-Wirkung grossenteils nicht spe- 
zifisch ist. Dadurch bestätigen sie, dass diese Wirkung in hohem Grade 
durch den physikalisch-chemischen Einfluss des Metalls auf die lebenden 
Zellen bedingt ist. 


e. Zusammenfassung und Besprechung der Resultate der Untersuchungen 
über die Kalziumwirkung. 


Ein Zusatz von Ca zu einer Nährlösung, die als N-Quelle NH,-Tartrat 
enthält, und deren pH 5,5 ist (Nährlösung A), hat kräftig fördernde Wirkung 
auf das Wachstum der meisten hier untersuchten Marasmius-Arten. Die- 
ser Effekt tritt bei gewissen Arten schon bei einem Ca-Zusatz von 0,005 
mMol (0,2 mg) je Liter hervor und nimmt mit der Ca-Konzentration zu, 
bis diese mindestens 0,5 mMol (20 mg) je Liter beträgt. 

Die Frage, inwieweit die Ca-Wirkung eine Folge des antagonistischen 
Einflusses von Ca gegenüber anderen Ionen ist und also auf der Zusam- 
mensetzung der Nährlösung beruht, ist näher untersucht worden. 

In erster Linie wurde untersucht, ob die Ca-Wirkung auf einer ant- 
agonistischen Wirkung von Ca gegen Mg beruht. Als Versuchsobjekt diente 
M. rotula. Die Konzentration des Mg-Sulfats wechselte zwischen 0,02 
und 12,5 g je Liter. Der Pilz zeigte grosse Toleranz gegen hohe Konzen- 
trationen dieses Salzes. Ca hatte bei allen Mg-Konzentrationen günstigen 
Einfluss auf das Wachstum, aber eine antagonistische Wirkung gegen Mg 
konnte nicht konstatiert werden. Die Untersuchungen zeigen, dass man 
die Bedeutung der antagonistischen Wirkung von Ca gegen Mg nicht über- 
schätzen darf, welche bloss bei extrem hohen Mg-Konzentrationen zutage 
tritt (vgl. RIPPEL & Srorss 1932). 

Schon die ersten orientierenden Untersuchungen über die Ca-Wirkung 
auf die Pilze ergaben, dass unter den oben genannten Bedingungen die 
säureempfindlichsten Arten am stärksten auf das Metall reagieren. Es 
erschien deshalb wahrscheinlich, dass die Ca-Wirkung wenigstens bei 
diesen Arten teilweise durch die antagonistische Wirkung des Metalls 
gegen die Wasserstoffionen bedingt ist. In der Folge wurde eine Reihe 
von Versuchen angestellt, welche bezweckten, die Abhängigkeit der Ca- 
Wirkung von der Wasserstoffionenkonzentration klarzustellen. Das pH 
konnte bei diesen Untersuchungen nicht mittels SöRENSENS Pufferlösungen 
reguliert werden, weil diese selbst eine mehr oder minder stark hemmende 
Wirkung ausüben, der von Ca entgegengewirkt wird (vgl. unten). Es 
erwies sich indes als möglich, ohne störenden Einfluss anderer Faktoren 
die Abhängigkeit der Ca-Wirkung vom pH durch Verwendung einer Nähr- 
lösung zu studieren, in der das NH,-Tartrat durch Asparagin ersetzt war, 
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und deren pH durch Zusatz von HCl reguliert wurde. Mehrere Arten 
wuchsen in dieser Lösung unter relativ kleinen pH-Verschiebungen. 

Bei der Mehrzahl der untersuchten Arten war die Ca-Wirkung am 
kräftigsten bei supraoptimaler Wasserstoffionenkonzentration. Hier trat 
also die auch bei andern Mikroorganismen nachgewiesene Schutzwirkung 
von Ca gegen die Wasserstoffionen hervor (vgl. LUNDEGÄRDH 1924, TAMIYA 
1928, Warts 1939 u.a.). Bei optimaler Wasserstoffionenkonzentration 
verhielten sich die Pilze verschieden. Gewisse Arten (M. graminum, M. 
rotula) wurden unter solchen Verhältnissen nicht durch einen Zusatz von 
Ca beeinflusst, während bei andern (z. B. M.alliaceus) das Wachstum 
auch in diesem Fall durch einen solchen Zusatz gefördert wurde. 

Eine Untersuchung über das Vorhandensein einer Schutzwirkung von 
Ca gegen NH,-Tartrat, wenn die Lösung 0,1—0,5 % dieses Salzes enthielt, 
ergab negatives Resultat. Man muss es also für wahrscheinlich halten, 
dass die kräftige Ca-Wirkung in einer Nährlösung mit 0,5 % NH,-Tartrat 
und einem Anfangs-pH von 5,5 wenigstens bei solchen Pilzen wie M. gra- 
minum und M.rotula wesentlich auf der antagonistischen Wirkung von 
Ca gegen die Wasserstoffionen beruht. 

Für die Arten, die bei optimaler Wasserstoffionenkonzentration auf Ca 
reagieren, muss indes das Metall auch in anderer Weise von Bedeutung 
sein. Wenigstens bei manchen dieser Arten hat Ca einen fördernden Ein- 
fluss auf die Entwicklung des Luftmyzels. So scheint z. В. Ca bei M. allia- 
ceus die Luftmyzelbildung überhaupt zu fördern, und bei M. scorodonius 
wird die Ausbildung von Membranen in den älteren Teilen des Myzels 
begünstigt. Die Ursachen dieser Wirkung sind jedoch nicht näher unter- 
sucht worden. 

Bei den Untersuchungen über die Abhängigkeit der Ca-Wirkung vom 
pH wurde festgestellt, dass Ca auch eine erhebliche Schutzwirkung gegen 
verschiedene Alkalisalze in höheren Konzentrationen ausübt. 

SÖRENSENS Phosphatpuffer (Phosphatkonzentration 40 mMol/l) und 
Zitratpuffer (Zitratkonzentration 28 mMol/l) sowie K- und Na-Sulfat 
(60 mMol/l) wirkten deutlich hemmend auf das Wachstum von M. gra- 
minum. Diese Hemmung wurde mehr oder weniger vollständig durch einen 
Zusatz von Ca aufgehoben. Besonders stark war der hemmende Einfluss 
des Zitratpuffers. Diese Wirkung war in gewissem Grade vom pH der 
Lösung abhängig: bei pH 6-7 war die Hemmung total, bei pH 3-4 war 
sie am wenigsten ausgesprochen. 

Bei neutraler Reaktion sind die Alkalizitrate vollständig dissoziiert 
und also die Zitrationenkonzentration maximal. Die Hemmungswirkung 
der Zitrate war in den Versuchen 30 und 31 bei pH 6,0-6,8 total oder fast 
total, während die gleichfalls völlig dissoziierten K- und Na-Sulfate, in 
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noch grösseren Mengen als die Zitrate zugesetzt, bei weitem nicht eine 
so starke Hemmungswirkung ausübten. Hieraus kann man schliessen, dass 
die Zitrationen besonders stark hemmend auf die Myzelien wirken. Dass 
der hemmende Einfluss bei pH 3-4 schwächer ist, dürfte darauf beruhen, 
dass die Dissoziation der Zitronensäure hier zurückgedrängt ist (Dissozia- 
tionskonstante 8-10 *). Ca hebt also in diesem Fall die schädlichen Wir- 
kungen negativer Ionen auf. Von einer Reaktion zwischen Ca- und Zitrat- 
ionen in der Lösung kann nicht die Rede sein, da z. B. in Versuch 31 die 
Ca-Konzentration 0,9 mMol und die Zitratkonzentration 28 mMol je 
Liter betrug. Wahrscheinlich übt Ca seine Schutzwirkung auf der Ober- 
fläche des Protoplasmas der Organismen aus. Wie diese Ca-Wirkung im 
übrigen zustande kommt, muss hier dahingestellt bleiben. 

Es ist von Interesse, dass der K-Zitratpuffer stärker hemmend wirkte 
als der Na-Zitratpuffer. LUNDEGÄRDH (1940) hat gefunden, dass K im 
Vergleich mit andern Metallionen besonders kräftig permeabilitätssteigernd, 
ja sogar auflösend auf das Protoplasma wirkt. Dass die schädlichen Zitrat- 
ionen in Kombination mit K stärkere Wirkungen haben als in Verbindung 
mit Na, steht gut im Einklang mit diesen Resultaten. 

Untersuchungen über die Möglichkeit, Ca durch Sr zu ersetzen, wurden 
mit M. graminum und М. rotula ausgeführt. Bei beiden Arten war eine solche 
Ersetzung partiell möglich. Auch dies spricht dafür, dass die Ca-Wirkung 
in wesentlichem Grade eine Folge der physikalisch-chemischen Wirkung 
des Metalls auf das Plasma ist. 

Die Ca-Wirkung bei den Marasmius-Arten ist also in grossem Umfang 
eine Folge der antagonistischen Wirkung des Metalls gegen andere Ionen. 
Ob Ca ein für die Pilze in kleinen Mengen absolut notwendiges Element ist, 
lässt sich jedoch auf Grund der hier mitgeteilten Versuchsresultate nicht 
entscheiden. Um dieses Problem zu lösen, muss man Versuche mit Nähr- 
lösungen vornehmen, die in erheblich höherem Grade, als es hier der Fall 
war, von Verunreinigungen durch das Metall befreit worden sind. 


3. Der Einfluss von Zink. 


Wie früher erwähnt (S. 116), nahm bereits RAuLIN (1869) an, dass Zn 
ein für Aspergillus niger notwendiges Element ist, wenngleich dies erst 
durch STEINBERGS (1919), Воктегѕ’ (1927) und Ковекоѕ (1928, 1931) 
Untersuchungen endgültig bewiesen wurde. Ausführliche Übersichten 
über die Literatur auf diesem Gebiet geben die drei letztgenannten Forscher 
sowie PIRSCHLE (1939). 

Zn ist wie die übrigen ‚Spurenelemente‘ in äusserst schwachen Kon- 
zentrationen wirksam. Um den Einfluss dieses Metalls auf Pilze studieren 
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zu können, muss man deshalb Nährlösungen mit gut definierter Zusam- 
mensetzung verwenden. Die Herstellung solcher Nährlösungen für die 
auxoheterotrophen Pilze war erst in den letzten Jahren möglich, als die 
erforderlichen Wuchsstoffpräparate in chemisch reiner Form zugänglich 
geworden waren, und die Bedeutung von Zn für diese Pilze konnte deshalb 
erst ziemlich spät studiert werden. So musste z. В. Merz, welcher 1930 
die Bedeutung von Zn für Pilze mit verschiedener systematischer Stellung 
zu erforschen suchte, die Frage offen lassen, wie sich die Basidiomyzeten 
zu diesem Metall verhalten. 

LEONIAN & LILLY (1940) untersuchten den Einfluss von Spurenelemen- 
ten auf Phycomyces Blakesleeanus und fanden, dass man der Nährlösung 
ausser Fe auch Zn zusetzen muss, um maximales Wachstum zu erzielen. 
Über die Bedeutung von Zn für Hymenomyzeten habe ich keine sicheren 
Angaben in der Literatur gefunden. 


a. Der Einfluss von Zink im Überschuss. 


Schon zu Beginn meiner Untersuchungen hatte ich meine Aufmerk- 
samkeit auf die Bedeutung von Zn für die Marasmius-Arten gerichtet. 
Orientierende Versuche mit einer geringen Anzahl Arten ergaben, dass ein 
Zusatz von Zn wenigstens in gewissen Fällen die Wachstumsgeschwindig- 
keit der Pilze erheblich steigerte, obgleich die Nährlösungen aus Chemi- 
kalien bereitet waren, die keinem speziellen Reinigungsverfahren unter- 
worfen worden waren. Von diesen vorbereitenden Untersuchungen sei 
hier bloss ein Versuch mitgeteilt, der mit M. scorodonius ausgeführt wurde. 


Versuch 36. Der Einfluss von Zink auf das Wachstum von Marasmius scorodonius A 
(Tab. 48). 


Nährlösung: 
Glykose 10 g MgSO, . 7 H,O 0,5 g 
NH,H,PO, 115g FeCl, . 6 H,O (1 %ige Lösung) 10 Tropfen 
KH,PO, 0,25 g Aneurin 50 y 
K,HPO, 0,25 g H,O (zweimal dest.) 1000 cem 


pH nach Autoklavieren 5,5. 


Zn wurde hier wie bei früheren Versuchen in Form von ZnSO,.7H,O zugesetzt, 
und zwar von einer Vorratslösung mit einer Zn-Konzentration von 1: 500, d. h. 8,796 g 
ZnSO,.7H,O je Liter. Der Versuch umfasste 4 Reihen nach Tab. 48. 6 Parallel- 
kolben. 


Ein Zusatz von 1 mg Zn je Liter hatte zur Folge, dass sich die Wachs- 
tumsgeschwindigkeit von M. scorodonius verdoppelte. 10 mg Zn je Liter 
hatten ungefähr dieselbe Wirkung wie 1 mg je Liter, möglicherweise war 
die Wachstumsgeschwindigkeit bei der höheren Konzentration etwas 
herabgesetzt. 100 mg Zn je Liter hemmten das Wachstum vollständig. 
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Tabelle 48. 


Der Einfluss von Zink auf das Wachstum von Marasmius scorodonius A 
(Versuch 36). 


Versuchszeit: 22 Tage. 


mg Zn Trockengewicht pH: 5,5 


je Liter mg 
0 9,2 + 0,7 3,9 
1 20,8 + 1,1 3,1 
10 17,2 + 0,6 3,1 
100 0,2 + 0,0 52 


Um den Effekt verschiedener Spurenelemente mit Erfolg studieren 
zu können, muss man von Nährlösungen ausgehen, die nicht durch störende 
Mengen dieser Elemente verunreinigt sind. Die ,analysenreinen“ Chemi- 
kalien, die jetzt fabrikmässig hergestellt werden, enthalten gewöhnlich 
so kleine Mengen Verunreinigungen, dass sie ohne weitere Reinigungs- 
prozeduren bei gewissen qualitativen Untersuchungen über die Spuren- 
elemente benutzt werden können. Indes sind mehrere Methoden ausgear- 
beitet worden, um Nährlösungen vollständiger von schweren Metallen zu 
reinigen. 

Seit langem hat man versucht, die verschiedenen Nährsalze durch 
Umkristallisation von Verunreinigungen zu befreien. Mit diesem Ver- 
fahren erzielt man jedoch nur eine ziemlich unvollständige Reinigung. 
Durch Behandlung der Nährlösungen mit stark adsorbierenden Mitteln 
kann man Lösungen erhalten, die vollständiger von schweren Metallen 
gereinigt sind. Diese Methode wurde von STEINBERG (1919) eingeführt, 
welcher Ca-Karbonat als Adsorbens verwendete. Derselbe Forscher 
(STEINBERG 1935 b) hat später nachgewiesen, dass auch basisches Mg- 
Karbonat für diesen Zweck brauchbar ist. BORTELS (1927) benutzte mit 
Erfolg aktive Kohle. 

Wenn man die Nährlösungen mit solchen adsorbierenden Mitteln be- 
handelt, führt man indes, wie ROBERG (1928, S. 334) hervorhebt, unbe- 
kannte Faktoren in die Experimente ein. So adsorbieren z. B. die Kar- 
bonate erhebliche Mengen Phosphat und Sulfat (STEINBERG 1919, S. 358). 
Bei Benutzung von Kohle können unbekannte Mengen verschiedener Salze 
in Lösung gehen und gleichzeitig gewisse Mengen der Nährstoffe von der 
Kohle gebunden werden (ROBERG 1931, LOHMANN 1934, S. 39). Bei mei- 
nen fortgesetzten Studien über den Einfluss von Zn auf die Marasmius- 
Arten suchte ich deshalb den Gehalt der Nährlösungen an schweren Me- 
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tallen zu vermindern, indem ich umkristallisierte Salze sowie besonders 
gereinigtes Wasser und besonders gereinigtes Glas verwandte. 


MgSO,.7H,O, Na,HPO,.12H,O, NaCl und Asparagin wurden einmal aus drei- 
mal destilliertem Wasser umkristallisiert. Auch das bei den Versuchen zugesetzte 
Zn-Sulfat wurde in dieser Weise gereinigt. KH,PO, und Glykose wurden in dreimal 
destilliertem Wasser gelöst und dann durch Zusatz von Äthylalkohol (gereinigt 
durch doppelte Destillation in einer Apparatur aus Jenaer Geräteglas 20) ausgefällt. 
Über den Gehalt der umkristallisierten Salze an Verunreinigungen siehe Tab. 36, 8. 123. 

Für die Nährlösungen wurde nur dreimal destilliertes Wasser benutzt. 

Alle Kolben und Pipetten wurden nach der gewöhnlichen Reinigung mit Bichro- 
matschwefelsäure ungefähr eine halbe Stunde mit str6mendem Wasserdampf behandelt. 


Wenn die Impfung von Malzagar stattfindet, wird eine unbestimmte 
Menge Metalle, darunter sicher auch Zn, in die Nährlösung eingeführt. 
Um die auf diese Weise zugeführte Metallmenge herunterzubringen, suchte 
ich bei zwei Versuchen, bei denen M. scorodonius als Versuchsobjekt 
diente, die Impfung von einem Substrat vorzunehmen, das aus gut ge- 
waschenem Agar + synthetischer Nährlösung bestand, die mit Aneurin, 
aber nicht mit Zink, versetzt worden war. Auf diesem Substrat bildete der 
Pilz ein dünnes Myzel. Nachdem die Impfstücke in gewöhnlicher Weise 
in die Versuchskolben verbracht worden waren, zeigte sich indes, dass 
das Myzel äusserst unregelmässig auswuchs. In mehreren Kolben unter- 
blieb das Wachstum ganz, während in andern Kolben derselben Reihen 
das Myzel in normaler Weise auswuchs. Ich musste deshalb darauf ver- 
zichten, die Metallmenge im Impfmaterial auf diese Weise zu vermindern, 
und nahm in der Folge die Impfung stets von gewöhnlichem Malzagar vor. 

In Versuch 37 untersuchte ich die Wirkung von Zn in der Konzentra- 
tion 1 mg je Liter auf das Wachstum der verschiedenen Marasmius-Arten. 


Versuch 37. Der Einfluss von Zink auf das Wachstum der Pilze (Tab. 49). 


Grundlösung: 
Glykose 10 g CaSO,.2H,O 01 g 
KH,PO, 0,5 g MnSO,.4H,O 0,01 g 
MgSO,.7H,O 0,5 g FeCl,-Lösung (Fe-Konz. 1/500) 0,5 cem 
NaCl 0,1 g Aneurin 50 Y 
H,O (dreimal dest.) 1000 cem 
Nach der verschiedenen Fähigkeit der Pilze, auf den Stickstoffquellen Asparagin 


und ХН,С1 zu wachsen (vgl. Versuch 1), sowie nach ihrer Abhängigkeit von der 
Wasserstoffionenkonzentration der Nährlösung teilte ich dieselben in drei Gruppen 
ein. Für jede dieser Gruppen wurde eine besondere Nährlösung bereitet: 
1. Die Grundlösung versetzt mit 1 g NH,Cl je Liter. pH 4,4. 
2. Die Grundlösung versetzt mit 1 g Asparagin je Liter. pH 4,4. 
3. Die Grundlösung versetzt mit 1 g Asparagin und 0,5 g Na,HPO,.12H,O je Liter. 
pH 6,1. 
Bei M. androsaceus wurde Biotin (10 my je Kolben) zugesetzt. 
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Tabelle 49. 


Der Einfluss yon Zink auf das Wachstum der Pilze (Versuch 37). 


З Kein Zusatz 1 mg Zn je Liter | 
Versuchs- 
Versuchsobjekt zeit in 


Tagen 


Trockengewicht End- Trockengewieht End- | 


mg pH mg pH | 
| Gruppe 1 (Anf.-pH 44 
| М. perforaus A. sawa 30 11,6 + 0,8 2,8 12,3 + 0,9 2,9 
| Mpufillus ....... 30 10,0 + 0,9 2,6 15,6 + 0,8 2,5 
| Gruppe 2 (Anf-pH 44 
M.androsaceus C 22... 23 21,6 + 0,6 3,0 21,2 + 0,5 3,0 
AM. foetidus A s 2.2.2... 35 9,1 + 0,5 2,5 18,9 + 0,9 2,6 
| M. peronatus A 2 2.2... 35 8,0 + 0,4 5 28,9 + 2,0 4,8 
|М.татеайв С....... 25 15,3 + 0,8 3,7 21,9 + 1,2 3,8 
| M.scorodonius A 22.2... 20 8,2 + 0,3 45 23,9 + 1,6 18 
| Gruppe 3 (Anf.-pH бл 
M.alliaceis. . 2 =». .% 35 13,6 + 1,1 5,3 14,1 + 1,0 5,8 
| M. СЛОЙ s s assa aa 35 22,9 + 26 6,3 26,1 + 1,4 6,0 
M.epiphyllus < s ea saa 23 SAE 23 5,7 80,2 + 2,1 5,6 
| М. fiulrobulbillosus C. . .. 40 24,6 + 2,2 3,7 21,6 + 5,0 3,7 
| M. graminum 2 2 222 .. 20 54,6 + 0,5 6,0 102,9 + 2,2 6,0 
| M. rotula с........ 23 20,4 + 1,2 6,0 21,1 + 2,8 59 | 


Die verschiedenen Arten reagierten sehr ungleich auf einen Zusatz 
von Zn. M. perforans, M. androsaceus, M. alliaceus, M. fulvobulbillosus 
und M. rotula wurden durch einen solchen Zusatz nicht beeinflusst. In den 
Reihen mit M. chordalis war die Variation so gross, dass es als unsicher 
angesehen werden muss, ob eine Zn-Wirkung vorlag. Die übrigen Arten, 
M. putillus, M. foetidus und M. ramealis sowie insbesondere M. peronatus, 
M. scorodonius, M. epiphyllus und M. graminum, wuchsen in den Reihen 
mit Zn-Zusatz wesentlich besser als in der Kontrollreihe. 


b. Zink als wachstumsbegrenzender Faktor. 


Nachdem ich gefunden hatte, dass Zn wenigstens bei gewissen Maras- 
mius-Arten das Myzelwachstum stark fördert, beschloss ich, die Wirkung 
des Metalls vom quantitativen Gesichtspunkt zu studieren und dabei 
von einer analogen Fragestellung auszugehen wie bei meinen Untersuchun- 
gen über die quantitative Wirkung der Wuchsstoffe: Kann in Anwesen- 
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heit einer gewissen Quantität Zn bloss eine gewisse, durch diese Quantität 
bestimmte Myzelmenge gebildet werden? 

Wenn Zn für das Wachstum der Pilze notwendig ist, und wenn diese 
während ihres Wachstums das Metall im Myzel binden, muss der Gehalt 
der Nährlösung an dem Metall allmählich abnehmen. Reguliert man die 
übrigen Faktoren so, dass sie das Wachstum nicht wesentlich begrenzen, 
so muss dieses schliesslich infolge von Zn-Mangel aufhören. Vorausgesetzt, 
dass eine durch diese Ursache bewirkte Wachstumshemmung das Myzel 
nicht ernstlich schädigt, muss dieses nach erneutem Zusatz von Zn das 
Wachstum wieder aufnehmen können. Es muss also möglich sein, die 
quantitative Wirkung des Metalls auf die Pilze dadurch zu studieren, 
dass man die Wachstumskurven derselben in Lösungen feststellt, welche 
suboptimale Mengen Zn enthalten. 

Als Objekt für diese Untersuchungen wählte ich M. scorodonius, der 
schon bei meinen ersten Versuchen stark auf einen Zusatz von Zn reagiert 
hatte. 

In erster Linie handelte es sich um die Entscheidung, ob das Wachstum 
des Pilzes in einer Zn-armen Nährlösung überhaupt aufhört, weil das 
Metall verbraucht wird. Danach sollte festgestellt werden, wie grosse (sub- 
optimale) Zn-Mengen der Nährlösung zugesetzt werden müssten, damit 
der quantitative Effekt des Metalls am besten studiert werden könnte. 
In Versuch 38 züchtete ich deshalb den Pilz in einer aus gereinigten Che- 
mikalien bereiteten Nährlösung, der ich auch Zn in Konzentrationen von 
0,002 y—20 y je 20 cem Lösung zusetzte. 


Versuch 38. Der Einfluss verschiedener Zinkmengen auf das Wachstum von Ma- 
rasmius scorodonius A (Tab. 50, Fig. 21). 


Nährlösung: 
СШУКОБЕ EE 10 g 
Asparagi appeau snes E EEN REES ЕЁ Gy ss os i в 
REBO, siemens d з +з аза жорт елны dE EE 0,5 g 
MESO EEN ле» Nee ER нче жеке какач» 0,5 g 
FeCl,-Lösung (Fe-Konz. 1/500) .............. 0,5 cem 
ANGEHEN ИИ УННН КУК ОЛКЕ 50 y 
BO (dimall вн] mere кз. тга area 1000 cem 


Der Versuch umfasste 6 Reihen (siehe Tab. 50). 6 Parallelkolben. 


Das Myzeltrockengewicht betrug in der Kontrollreihe nach 35 Tagen 
6,5 mg. Während der folgenden 30 Tage nahm es auf 8,1 mg zu. Das 
Wachstum verlief also im späteren Teil des Versuchs äusserst langsam, 
hörte aber, solange der Versuch dauerte, nicht definitiv auf. 

Ein Zusatz von 0,002 y Zn je Kolben hatte keinen deutlichen Einfluss 
auf das Wachstum des Pilzes. Auch unterschieden sich die Wachstums- 
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‘abelle 50. 


Der Einfluss verschiedener Zinkmengen auf das Wachstum yon Marasmius 
scorodonius A (Versuch 38). 


Е Myzel-Trockengewicht in mg 
a 
z i Kein Zn- 0,002 y Zn 0,02 y Zn 0,2 y Zn 2yZn 20 y Zn 
5 KI Zusatz je Kolben je Kolben je Kolben je Kolben je Kolben 
> 
15 3,5 + 0,4 40+ 0,5 3.8 + 0,4 39 + 01 6,4 + 0,5 5,3 + 0,8 
25 52+ 04 4,6 + 0,5 5,9 + 0,7 5,8 + 0,2 7.2 + 0,4 11,6 + 11 
35 | 65+05 75 + 0,3 7,7 + 0л 16+ 10 | 186406 | 32210 | 
45 6,9 + 0,4 7,5 + 0,4 9,0 + 0,3 10,2 + 0,3 19,2 + 1,9 413 + 2,5 
55 7,8 + 0,8 8,6 + 0,6 9,3 + 0,6 101 + 0,3 19,6 + 2,0 43,5 + 1,2 
| e | 81+01 | 83+02 | 100404 | 105+05 219415 ` 47в+2в | 
End.-pH: 4,0-4,6. 
mg 
20y 
40 
зо 
2y 
20 
огу 
© о 
Tage 
70 20 20 40 50 60 


Fig. 21. Der Einfluss verschiedener Zinkmengen auf das Wachstum уоп 
Marasmius scorodonius A (Versuch 38).} 


kurven des Pilzes in den Reihen mit 0,02 y und 0,2 ү Zn je Kolben während 
der ersten 35 Versuchstage nicht sicher von der Kontrollkurve. Im späteren 
Teil des Versuchs war jedoch die Myzelerzeugung in diesen Reihen etwas 
grösser als in der Kontrolle. In der Reihe mit 2 y Zn je Kolben war die 
Wachstumsgeschwindigkeit vom Beginn des Versuches an grösser als in 
den Reihen mit schwächeren Zn-Konzentrationen. In der Reihe mit 20 y 
Zn je Kolben endlich lag die Wachstumskurve für den Pilz ihrerseits erheb- 
lich höher als die Kurve für die 2 y-Reihe. 
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Der Versuch lieferte keine deutliche Antwort auf die Frage, ob das 
Wachstum des Pilzes in einer Zn-armen Nährlösung allmählich infolge 
von Zn-Mangel aufhört. Die Resultate zeigen indes, dass man beim Stu- 
dium der Wirkung suboptimaler Zn-Mengen auf M. scorodonius das Metall 
in Mengen von ungefähr 1 y je Kolben zusetzen muss. In Verbindung mit 
Versuch 36 zeigt Versuch 38 auch, dass eine Zn-Konzentration von 20 y je 
Kolben (1 mg je Liter) ungefähr dem Optimum für diese Art entspricht. 
Zum Vergleich kann erwähnt werden, dass die optimale Zn-Konzentration 
für Aspergillus niger nach ROBERG (1928, 5. 353) und GoLLMIcK (1936, 
S. 426) 1 mg je Liter ist, während STEINBERG (1935 b, S. 414) 0,14 mg je 
Liter angibt. 

Es ist denkbar, dass bei Versuch 38 eine gewisse Auslösung von Zn 
aus den Wänden der Kolben stattfand, und dass dies die Ursache war, 
dass das Wachstum nicht definitiv aufhörte. Um diese Frage zu unter- 
suchen, verglich ich das Wachstum des Pilzes in Kolben aus Jenaer Geräte- 
glas 20 und aus Quarz. Da es ja auch möglich erschien, dass deutlichere 
Resultate mit einem neu isolierten Stamm des Pilzes erhalten werden 
könnten, benutzte ich für diese Untersuchung den zu dem betreffenden 
Zeitpunkt neu isolierten Stamm B. 


Versuch 39. Das Wachstum von Marasmius scorodonius B in zinkarmer Nähr- 
lösung in Kolben aus Jenaer Geräteglas 20 und aus Quarz (Tab. 51, Fig. 22). 
Nährlösung wie in Versuch 38. 
Reihen: 
I. Nährlösung ohne Zn-Zusatz in Kolben aus Quarz. 
П. Nährlösung mit Zusatz von 1 mg Zn je Liter in Kolben aus Quarz. 
III. Nährlösung ohne Zn-Zusatz in Kolben aus ‚Jenaer Geräteglas 20. 


8 Parallelkolben. 
Fig. 22 stellt die Wachstumskurven der Reihen I und II dar. 


Das Wachstum in den Reihen ohne Zn-Zusatz ging wie bei Versuch 
38 sehr langsam vonstatten. Ein sicherer Unterschied zwischen der Reihe, 
wo der Pilz in Glaskolben gezüchtet wurde, und der, bei welcher Quarz- 
kolben verwendet wurden, bestand nicht. Eine Auslösung von Zn aus den 
Wänden der Glaskolben kann also während des Versuchs nicht stattge- 
funden haben. Bei solchen Untersuchungen wie den hier in Rede ste- 
henden sind deshalb Kolben aus Jenaer Geriiteglas 20 Quarzkolben gleich- 
wertig (vgl. BORTELS 1927, S. 307, und RoBERG 1928, S. 347). 

Auch bei Versuch 39 hörte das Wachstum des Pilzes in der Lösung ohne 
Zn-Zusatz nicht endgültig auf. Nach 65 Tagen wuchs der Pilz jedoch 
äusserst langsam, und ich setzte deshalb nach 88 Tagen in gewissen Kolben 
einen Überschuss von Zn zu, in andern Asche-Lösung (vgl. Versuch 23) 
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Tabelle 51. 


pas Wachstum von Marasmius scorodonius В in zinkarmer Nährlösung in 
Kolben aus Jenaer Geriiteglas 20 und aus Quarz (Versuch 89. 


Myzel-Trockengewicht in mg 


ensign ш Glaskolben (Quarzkolben 
| in Tagen | 
Kein Zn-Zusatz Kein Zn-Zusatz 20 y Zn je Kolben 
15 2,6 + 0,8 24+ 0,3 2,9 + 04 
30) 42+ 0,2 4,5 + 0,3 11,1 + 08 
| 15 бә + 04 7,4 + 0,4 214 + 0,9 
| 65 8,6 + 0,5 9,5 +04 40,0 + 1,0 
85 93 +03 9,8 + 0,3 44,3 + 0,7 
103 10,0 + 0,5 11,6 + 0,3 | SES 
88 + 15 14,8 + 0,5' 14.2 + 1.6 — 
88 + 15 20,2 + 1,2? 20,0 + 0,5? — 
88 + 15 28.1 + 0.9° 32,6 + 2,ь° == | 


End-pH: 3,8—4,6. 


OFT 
70 20 50 40 50 60 70 до 90 700 


Fig. 22. Der Einfluss von Zink auf Marasmius scorodonius B bei Züchtung in Quarz- 

kolben. I kein Zn-Zusatz, IJ Zusatz von 20 Y Zn je Kolben. a,b und с Wachstum nach 

Zusatz von 40 y Zn, 0,04 сет Asche-Lésung bzw. 40 y Zn + 0,04 cem Asche-Lösung je 
Kolben (Versuch 39). 


' 4 Kolben, zu denen nach 88 Tagen je 1 eem H,O mit 40 y Zn gesetzt wurde. 

* 4 Kolben, zu denen nach 88 Tagen je 1 сеш H,O mit 0,04 сеш Asche-Lösung (siehe 
Versuch 23, S. 117) gesetzt wurde. 

3 4 Kolben, zu denen nach 88 Tagen je 2 сеш H,O mit 40yZn und 0,04 cem Asche- 
Lösung gesetzt wurden. 
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und in einer dritten Gruppe sowohl Zn als Asche. Als die Myzelien in diesen 
Kolben nach weiteren 15 Tagen geerntet wurden, zeigte sich, dass der Zn- 
Zusatz eine gewisse, wenngleich ziemlich geringe Wachstumssteigerung 
bewirkt hatte. Der Aschenzusatz hatte eine etwas stiirkere Wirkung. 
Zusammen verursachten Asche und Zn eine sehr starke Beschleunigung 
der Wachstumsgeschwindigkeit. 

Die Wachstumsgeschwindigkeit des Pilzes wurde also bei diesem Ver- 
such (und dem vorhergehenden) nicht bloss durch die niedrige Zn-Kon- 
zentration begrenzt, sondern auch durch den geringen Gehalt der Nähr- 
lösung an gewissen anderen, in der Asche-Lösung enthaltenen Metallen. 
Damit die Untersuchung über den Einfluss von Zn auf das Wachstum 
des Pilzes eindeutige Resultate ergeben konnte, musste offenbar die Lösung 
diese anderen Metalle von Anfang an enthalten. 

Als die Untersuchungen über die Wirkung von Zn auf M. scorodonius 
bis zu diesem Punkt fortgeschritten waren, hatte ich bei meinen früher 
besprochenen Studien über Ca und Mn gefunden, dass diese beiden Metalle 
wichtige Wachstumsfaktoren für die Pilze sind. In Versuch 40 wurde 
deshalb M. scorodonius in derselben Nährlösung gezüchtet, die bei den 
Versuchen 38 und 39 angewandt worden war, ergänzt durch Ca und Mn. 
Zn wurde іп suboptimalen Mengen zugesetzt, nämlich 0,5 und 1 y je Kolben. 


Versuch 40. Der Einfluss suboptimaler Zinkmengen auf das Wachstum von 
Marasmius scorodonius B in einer Nährlösung, die ausser den gewöhnlichen Nährstoffen 
auch Kalzium und Mangan enthielt (Tab. 52, Fig. 23). 

Nährlösung: Wie in Versuch 38 mit Zusatz von 100 mg CaSO,.2H,O und 10 mg 
MnSO,.4H,O je Liter. 

Reihen: a) Kein Zn-Zusatz. 

b) 0,5 y Zn je Kolben. 
c) 1 ү Zn je Kolben. 
6 Parallelkolben. 


Der Pilz wuchs in der Kontrollreihe dieses Versuchs erheblich rascher 
als in den entsprechenden Reihen der Versuche 38 und 39. Nach 40 Tagen 
betrug das Myzeltrockengewicht ca. 10 mg. Danach kam das Wachstum 
indes zum Stillstand. In den Reihen mit 0,5 und 1 ү Zn je Kolben hatten 
sich nach 50 Tagen 17 bzw. 22 mg Myzel gebildet. Auch in diesen Reihen 
hörte danach das Wachstum auf. Ein Zusatz von Zn im Überschuss (20 y 
je Kolben) hatte in allen drei Reihen zur Folge, dass das Myzel wieder rasch 
zu wachsen begann. Im Verlauf von 15 Tagen nahm nämlich das Myzel- 
trockengewicht in den betreffenden Reihen nach einem solchen Zusatz 
um 12, 16 bzw. 15 mg zu. 

Der Versuch zeigte deutlich, dass Zn ein für M.scorodonius 
notwendiges Element ist. Eine gewisse Quantität Zn gestat- 
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Tabelle 52. 


Der Einfluss suboptimaler Zinkmengen auf das Wachstum von Marasmius scoro- 
donius В in einer Nährlösung, die ausser den gewöhnlichen Nährstoffen auch 
Kalzium und Mangan enthielt (Versuch 40°. 


Myzel-Trockengewicht in mg 


Versuchszeit ! 
Hee Kein Zn-Zusatz 0.57 Zn je Kolben ly Zn je Kolben 

| 10 28 + 0л 3,2 + 0,8 8,2 + 0з 
20 6.4 + 0,3 84 + 0,4 11,8 + 0,6 

| 30 8,7 + 0,5 12,6 + 0,9 16,7 18 | 
40 10,7 £ 1,2 15,5 + 0,7 18,3 + 0,6 
50 10,3 + 0,3 174 + 0,5 22,0 + 14 
| 65 10,3 + 1,0 16,0 + 10 20.3 + 0з 

| 60 + 15 22.0 + 2,3! — — 

65 + 15 жез 32.0 + 1,67 35,4 + 0,77 


End-pH: 4,5-4,6. 


70 20 50 40 20 60 70 60 


Fig. 23. Der Einfluss suboptimaler Zinkmengen auf das Wachstum von Marasmius scoro- 
donius В in einer Nährlösung, die ausser den gewöhnlichen Nährstoffen auch Kalzium und 
Mangan enthielt. ————— : Wachstum nach Zusatz von 20 Y Zn je Kolben (Versuch 40). 


1 Nach 50 Tagen wurden jedem dieser (4 Kolben 5 cem H,O mit 20 Zn zugesetzt. 
Sämtlichen übrigen Versuchskolben wurden gleichzeitig 5 cem H,O zugesetzt. 
* Nach 65 Tagen wurde jedem dieser A" Kolben 1 сеш H,O mit 20 y Zn zugesetzt. 


11— 43761 Symb. Bot. Ups. VIII: 2 


162 GOSTA LINDEBERG 


tet bloss die Bildung einer bestimmten Myzelmenge. Die 
Wirkung von Zn ist also quantitativ. 

Die Resultate ermöglichen auch eine ungefähre Berechnung des Wir- 
kungsgrades des Metalls. In der Kontrollreihe wurden maximal 10,7 mg 
Myzel gebildet, in den Reihen mit einem Zusatz von 0,5 bzw. 1 y Zn je 
Kolben 17,4 bzw. 22,0 mg. 0,5 y Zn reichten also zur Bildung von 6,7 
mg und 1 y Zn zur Bildung von 11,3 mg Myzel aus. Hieraus lässt sich der 
Myzel-Zink-Quotient auf 13400 bzw. 11 300 berechnen. 

Da die eben erwähnten Höchstwerte nicht absolut sicher sind, geben 
die berechneten numerischen Werte für den Myzel-Zink-Quotienten bloss 
dessen Grössenordnung an. Diese liegt also ungefähr bei 1-10%, was be- 
deutet, dass ca. 1 y Zn bei einer Erzeugung von 10 mg Myzel verbraucht wird. 

Da ungefähr 10 mg Myzel in der Kontrollreihe erhalten wurden (vgl. 
auch die Versuche 38 und 39), kann die Zn-Menge in der Grundlösung 
und im Impfmaterial auf (maximal) ca. 1 y je Kolben geschätzt werden. 
Leider war es mir nicht möglich, diese Resultate durch eine chemische 
Bestimmung des Zn-Gehalts der verwendeten Chemikalien zu kontrollieren. 

Ob Zn auch für die übrigen Marasmius-Arten ein notwendiges Ele- 
ment ist, lässt sich auf Grund der hier mitgeteilten Untersuchungen nicht 
entscheiden. Jedoch halte ich es für wenig wahrscheinlich, dass sich die 
Pilze in dieser Beziehung verschieden verhalten. Wenn Zn ein für sämt- 
liche Arten notwendiges Element ist, müssen indes die Resultate von 
Versuch 37 so gedeutet werden, dass der Myzel-Zink-Quotient bei ver- 
schiedenen Arten verschieden gross ist, und dass M. scorodonius im Ver- 
gleich mit der Mehrzahl der übrigen Marasmius-Arten einen besonders 
grossen Zn-Bedarf hat. 


с. Die Abhängigkeit der Hemmungswirkung höherer Zinkkonzentrationen 
von der Wasserstoffionenkonzentration. 


Im Zusammenhang mit gewissen vorbereitenden Untersuchungen über 
das Wachstum von Marasmius graminum in verschiedenen Nährlösungen 
stellte ich in einem Versuch auch die Wachstumskurve für diesen Pilz in 
Nährlösung A mit und ohne Zusatz von 1 mg Zn je Liter fest. 


Versuch 41. Das Wachstum von Marasmius graminum in Nährlösung A mit und 
ohne Zn-Zusatz (Tab. 53, Fig. 24). 

Nährlösung A mit Zusatz von 50 y Aneurin je Liter. 

Reihen: 1. Kein Zn-Zusatz. 

П. Zusatz von 1 mg Zn (als ZnS0,.7H,O) je Liter. 

Nach 33 Tagen wurden zu 6 Kolben von Reihe II 10 cem steriles, zweimal destil- 
liertes H,O und zu 6 andern Kolben derselben Reihe 2 сет zweimal dest. H,O + 
8 сет 1/15 mol. Na,3HPO,-Lösung gesetzt. Durch den letztgenannten Zusatz wurde 
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Tabelle 53. 
Das Wachstum von Marasmius graminum in Nährlösung A mit und ohne 
Zusatz von Zink Versuch 41). 


bm 


Kein Zn-Zusatz 1 mg Zn je Liter 


Versuchszeit 

in Tagen Trocken- pH: 5,5 Trocken- pH: 55 
gewicht mg | gewicht mg l 
10 13,9 5,1 16,5 4,9 
20 27,3 4,7 55,9 4з 
30 33,1 44 54,0 dä 

10 45,5 4,3 = = 
50 59,2 4,2 = = 
60 84,7 3,9 — = 
85 98,6 3,8 = = 
33 + 10! — — 73,6 4л 
33 + 10° == = 123,0 5,5 


700 


60 


00 


20 


7 age 


з 
34 


= d 
60 60 


Fig. 24. Das Wachstum von Marasmius graminum in Nährlösung A mit und ohne Zn- 
Zusatz. I kein Zn-Zusatz, II Zusatz von 20 Y Zn je Kolben. а und b Wachstum nach 
Zusatz von 10 cem H,O bzw. 8 cem 1/15 mol. Na,HPO,-Lösung + 2 cem H,O (Versuch 41). 


1 Nach 33 Tagen wurden zu jedem dieser (6) Kolben 10 ccm H,O gesetzt. 
* Nach 33 Tagen wurden zu jedem dieser (6) Kolben 8 cem 1/15-mol. NagHPO,-Lisung 
+2 сеш H,O gesetzt. Hierdurch wurde das pH auf 6,6 gebracht. 
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das pH der Lösung von 4,3 auf 6,6 verschoben. In der Reihe I wurden nach 60 Tagen 
10 cem zweimal dest. H,O je Kolben zugesetzt. 


Während des früheren Teils des Versuchs war die Wachstumsgeschwin- 
digkeit in der Zn-Reihe grösser als in der Reihe ohne Zn-Zusatz, aber 
nachdem sich das pH in der Zn-Reihe auf ca. 4,3 verschoben hatte, hörte 
das Wachstum in dieser Reihe auf. Nachdem das pH durch Zusatz von 
sek. Na-Phosphat auf 6,6 erhöht worden war, kam das Wachstum wieder 
in Gang. In der Reihe ohne Zn-Zusatz hörte das Wachstum während des 
Versuchs nicht auf, weshalb das Myzeltrockengewicht schliesslich das in 
der Zn-Reihe überstieg. Das pH verschob sich in der Reihe ohne Zn-Zusatz 
schliesslich auf 3,8. 

Zwischen der Wachstumshemmung in der Zn-Serie und der erhöhten 
Wasserstoffionenkonzentration muss ein Zusammenhang bestehen. Da 
der Pilz in der Reihe ohne Zn-Zusatz einen so niedrigen pH-Wert wie 3,9 
vertrug, kann es indes in der Zn-Reihe nicht die erhöhte Wasserstoffionen- 
konzentration an und für sich gewesen sein, welche hemmend wirkte. 
Vielmehr war es vermutlich das Zn, welches bei dem fraglichen pH-Wert 
das Wachstum des Pilzes hemmte. Diese Annahme steht auch gut mit 
der Tatsache in Einklang, dass das Myzel durch Verdünnung der Lösung 
wieder zum Wachsen gebracht werden konnte. Als das pH der Lösung 
ausserdem auf optimalen Wert erhöht wurde, begann das Myzel wieder 
mit ungemein grosser Schnelligkeit zu wachsen. 

Auch in der Literatur finden sich Angaben, die auf einen Zusammen- 
hang zwischen der Zn-Wirkung und der Wasserstoffionenkonzentration 
deuten. So sagt Вовтегѕ (1927, S. 310), dass die .,Selbstvergiftung™. 
die beim Wachsen von Aspergillus niger in physiologisch sauren Medien 
eintritt, „besonders dann sehr auffällig war, wenn die Nährlösungen reich- 
liche Mengen Zink enthielten“. BoRTELS nimmt an, dass Zn aus physio- 
logisch sauren Stickstoffquellen schnell und reichlich den Säurerest frei 
macht, und dass die Wachstumshemmung nur eine Folge der erhöhten 
Wasserstoffionenkonzentration ist: „Die in Wahrheit fördernde Wirkung 
des Zinks wurde also durch diese Säurevergiftung verdeckt“ (1. с. S. 316-317). 

Versuch 41 zeigt indes, dass Zn wenigstens bei Marasmius graminum 
nicht in dieser Weise wirkt. Im Verhältnis zur Myzelerzeugung war nämlich 
die pH-Verschiebung in der Zn-Reihe nicht stärker als in der Reihe ohne 
Zn-Zusatz. Auf diesen Pilz scheint Zn bei niedrigeren pH-Werten in Kon- 
zentrationen hemmend zu wirken, die bei höheren pH-Werten keinen solchen 
Einfluss haben (vgl. Tamiya 1928, H 100). 

Diese Resultate wurden durch Versuch 42 bestätigt, wo die Wirkung von 
Zn in den Konzentrationen 1 und 4 mg je Liter bei verschiedenen pH- 
Werten studiert wurde. 
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Versuch 42. Der Einfluss von Zink auf das Wachstum von Marasmius graminum 
bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen (Tab. 54). 


Nährlösung: Wie in Versuch 22, aber ohne Zusatz von Ca. Zn wurde in den 
Konzentrationen 1 und 4 mg je Liter zugesetzt und das pH durch Zusatz von Phos- 
phatpuffer variiert. Der Versuch wurde gleichzeitig mit den Versuchen 22 und 29 
ausgeführt, und die Reihe mit 1 mg Zn je Liter ist identisch mit der Ca-freien Reihe 
von Versuch 29. 


Tabelle 54. 


Der Einfluss von Zink auf das Wachstum von Marasmius graminum bei 
verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen (Versuch 42). 


1 mg Zn je Liter 4 mg Zn je Liter 

it == ' 

pH End- Trockengewicht End- Trockengewicht 
pH | mg pH mg 

2,9 2,9 0,1 + 0,0 2,9 0,1 + 0,0 
33 3,2 0,4 + 0,0 3,2 0,3 + 0,0 
8,7 3,7 ба + 03 3,7 2,8 + 0,2 
13 4,8 34,1 + 2,3 4з 17,0 + 0,7 
4,8 5,1 60,4 + 2,0 5,1 26,2 + 1,0 
60 . 5,8 108,6 + 1,4 5,9 100,9 + 2,2 
6,9 6,7 108,5 + 1,7 7 1074 + 1,3 
7,8 6,8 100,9 + 1,7 6,8 101,1 + 0,7 


Bei neutraler oder anfangs schwach alkalischer Reaktion hatten die 
beiden Zn-Konzentrationen dieselbe Wirkung auf den Pilz. In sauren 
Lösungen hatte dagegen die Zn-Konzentration 4 mg je Liter eine deut- 
lich hemmende Wirkung im Vergleich mit der Zn-Konzentration 1 mg je 
Liter. 

Die Versuche 41 und 42 zeigen, dass die hemmende Wirkung, welche 
höhere Zn-Konzentrationen auf M. graminum ausüben, von der Wasser- 
stoffionenkonzentration abhängig ist und mit dieser zunimmt. Indes ist 
zuzugeben, dass die Hemmungswirkung des Zn-Zusatzes 1 mg je Liter in 
Versuch 41 bei einem pH-Wert eintrat, bei dem der Pilz in Versuch 42 nicht 
so stark auf denselben Zn-Zusatz reagierte. Für den Unterschied dieser 
beiden Versuchsresultate sind mehrere Ursachen denkbar. Die Myzel- 
erzeugung war in Versuch 41 relativ weit fortgeschritten, bevor sie aufhörte, 
und es kann nicht als ausgeschlossen angesehen werden, dass der Pilz unter 
dem Einfluss von Zn gewisse Stoffwechselprodukte bildete, die schliesslich 
dazu beitrugen, das Wachstum zu hemmen. Auch ist es möglich, dass der 
Zn-Gehalt der Grundlösung bei den einzelnen Versuchen etwas variierte, 
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oder dass die Empfindlichkeit des Pilzes bei verschiedenen Gelegenheiten 
verschieden gross war. Das Hauptresultat der Untersuchung wird indes 
durch diese Unregelmässigkeiten nicht berührt. 


а. Zusammenfassung der Resuliate der Untersuchungen über die Zink- 
wirkung. 


In einer synthetischen Nährlösung, die mit Zn versetzt ist, wachsen 
viele Marasmius-Arten schneller als in derselben Nährlösung ohne Zn- 
Zusatz. Die einzelnen Arten reagieren indes sehr verschieden stark auf Zn. 
Bei M. peronatus und M. scorodonius ist die Reaktion am deutlichsten. Bei 
der letztgenannten Art tritt eine sehr deutliche Zn-Wirkung bei einer 
Konzentration von 100 y je Liter hervor. Bei genügend langer Versuchs- 
dauer ist auch ein gewisser Zn-Effekt bei einer Zn-Konzentration von 10+ 
je Liter zu beobachten. Das Optimum liegt ungefähr bei der Konzentra- 
tion 1 mg je Liter. Die Übereinstimmung mit Aspergillus niger ist in der 
letztgenannten Hinsicht ziemlich gut (S. 158). 

Wenn die Nährlösung mit optimalen Mengen Ca und Mn versetzt ist, 
tritt bei M. scorodonius in Zeitversuchen eine quantitative Wirkung sub- 
optimaler Zn-Mengen sehr deutlich hervor: Sowohl in der Kontrollreihe 
(kein Zn-Zusatz) als in den Reihen, in denen suboptimale Zn-Mengen zuge- 
setzt wurden, hört das Wachstum allmählich infolge von Zn-Mangel auf. 
Nach Zusatz von Zn im Überschuss beginnt der Pilz wieder zu wachsen. 
Zwischen der zugesetzten Zn-Menge und der maximal gebildeten Trocken- 
substanz herrscht Proportionalität. Man kann einen Myzel-Zink-Quotienten 
berechnen, dessen Grössenordnung für M. scorodonius 1-104 beträgt, d.h. 
für die Bildung von 1 mg Myzeltrockensubstanz wird ca. 0,1 y Zn ver- 
braucht. Zn ist also absolut notwendig für das Wachstum dieses Pilzes, 
und seine Wirkung besteht nicht nur darin, dass das Wachstum beschleu- 
nigt wird. Eine solche quantitative Wirkung von Zn ist bisher bei Pilzen 
oder anderen Pflanzen nicht nachgewiesen worden. 

Ob Zn auch für die übrigen Marasmius-Arten notwendig ist, wurde 
nicht untersucht. Wenn dies der Fall ist, was man für wahrscheinlich halten 
muss, so haben indes die verschiedenen Arten einen verschieden grossen 
Zn-Bedarf. 

Die Zn-Konzentration, bei der eine Hemmungswirkung eintritt, ist 
vom pH abhängig. Die Empfindlichkeit gegen die hemmende Wirkung 
supraoptimaler Zn-Mengen nimmt mit steigender Wasserstoffionenkon- 
zentration zu. So wirkt bei M. graminum Zn in sauren Lösungen hemmend 
bei Konzentrationen, die bei neutraler Reaktion (optimaler Wasserstoff- 
ionenkonzentration) die Wachstumsgeschwindigkeit des Pilzes nicht herab- 
setzen. 


IV. Okologische Gesichtspunkte. 


Bei einem Riickblick auf die Ergebnisse der Untersuchung stellt sich 
die Frage ein, inwieweit die hier behandelten Marasmius-Arten als Ver- 
treter der streuzersetzenden Hymenomyzeten sich durch ihre physiolo- 
gischen Eigenschaften von anderen ökologischen Gruppen der Boden- 
hymenomyzeten unterscheiden. 

Die Fähigkeit der Marasmius-Arten, Lignin und Zellulose abzubauen, 
dürfte vom ökologischen Gesichtspunkt grösste Bedeutung haben. Es ist 
wahrscheinlich, dass die relativ langsam wachsenden Hymenomyzeten im 
Wettbewerb mit rasch wachsenden Organismen in der Natur nur in be- 
srenztem Umfang die leicht angreifbaren Kohlenstoffquellen ausnutzen 
können. Zellulose und Lignin dürften deshalb wesentliche Energiequellen 
für die streuzersetzenden Hymenomyzeten sein. In dieser Beziehung 
herrscht Übereinstimmung zwischen diesen Pilzen und den typischen 
holzzersetzenden Pilzen, was, wie bemerkt, zuerst von FALCK (1923, 1930) 
hervorgehoben worden ist. Eine scharfe Grenze zwischen diesen beiden 
Gruppen besteht nicht. Unter den hier untersuchten Marasmius-Arten 
finden sich solche, die den holzzersetzenden Pilzen sehr nahe stehen. Oben 
wurde darauf hingewiesen, dass der auf moderndem Laubbaumholz wach- 
sende ЛГ. foetidus am ehesten als ein holzzersetzender Pilz betrachtet wer- 
den kann (S. 115). Hier sei auch bemerkt, dass Myzel von M. ramealis 
von mir aus Holz von Juniperus communis isoliert werden konnte. 

Auch koprophile Hymenomyzeten bauen Lignin und Zellulose ab 
(WAKSMAN E MCGRATH 1931, WAKSMAN 1931). Da es sich bisher als sehr 
schwierig erwiesen hat, die koprophilen Hymenomyzeten unter definierten 
Bedingungen zu züchten, ist es vorläufig unmöglich, den ökologischen 
Unterschied zwischen den genannten Pilzgruppen auf bestimmte phy- 
siologische Eigenschaften zurückzuführen. Indes ist es wahrscheinlich, 
dass dieser Unterschied unter anderm durch ungleiche Anforderungen an 
Wuchsstoffe (vgl. TrEscHow 1943) und Stickstoffquellen bedingt ist. 

Zwischen den streuzersetzenden und den bei Bäumen mykorrhiza- 
bildenden Hymenomyzeten ist der Unterschied dagegen gross, was die 
Deckung des Energiebedarfs betrifft. FRANK (1885) nahm an, dass die 
Mykorrhizapilze der Bäume ihre Energienahrung von den Wurzeln er- 
halten. MELIN (1925) wies nach, dass diese Pilze Zellulose nicht zersetzen 
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konnen und nur auf Glykose gut wachsen. Er hielt es fiir wahrschein- 
lich, dass die Pilze Zucker von den Wurzeln erhalten (1. с. 8. 117). Auch 
Комеш, (1939, S. 358) vertrat die Ansicht, dass die Mykorrhizapilze für 
ihren Energiebedarf auf die Wirtsbäume angewiesen sind. Im Jahre 1942 
konnte BJÖRKMAN experimentell nachweisen, dass die Mykorrhizabildung 
bei Kiefer und Fichte dadurch bedingt ist, dass die Wurzeln einen Über- 
schuss löslicher Kohlenhydrate enthalten, die der Pilzsymbiont ausnutzen 
kann. 

Das Verhalten der Pilze zu NH,- und NO,-Stickstoff dürfte gleichfalls 
von gewisser ökologischer Bedeutung sein. Aus HESSELMANS (1926) Un- 
tersuchungen geht nämlich hervor, dass Nitrate in gewöhnlicher Wald- 
streu nicht in nennenswerten Mengen enthalten sind. 

Die Empfindlichkeit der Marasmius-Arten gegen die Wasserstoffionen- 
konzentration des Mediums dürfte eine grosse Rolle für ihr Vorkommen 
auf verschiedenen Substraten in der Natur spielen. Meine Untersuchungen 
ergaben, dass das pH-Optimum für die typischen Nadelpilze zwischen 4 
und 5 liegt, während das Optimum für Arten, die ausserdem auf Laub- 
streu vorkommen oder ganz auf dieses Substrat beschränkt sind, bei nied- 
rigeren Wasserstoffionenkonzentrationen liegt. Die Übereinstimmung 
zwischen den experimentell festgestellten Optima und den für die natür- 
lichen Substrate der Pilze charakteristischen pH-Werten war eine gute 
(vgl. S. 111 ff.). 

Durch Untersuchungen über den Bedarf der Hymenomyzeten an 
Wuchsstoffen hat man festgestellt, dass Aneurinheterotrophie eine bei 
diesen Pilzen sehr allgemein vorkommende Eigenschaft ist. In dieser Hin- 
sicht unterscheiden sich deshalb die streuzersetzenden Hymenomyzeten 
nicht von anderen ökologischen Gruppen (vgl. u.a. FRIES 1938, MELIN 
u. Mitarb. 1939, 1940, 1941, 1942). Die Humusdecke enthält nach MELIN & 
NORKRANS (1942) erhebliche Mengen Aneurin, und es ist deshalb nicht 
wahrscheinlich, dass die Aneurinheterotrophie für die Ökologie der ver- 
schiedenen Gruppen von Bodenhymenomyzeten bestimmend ist. 

Die ökologische Bedeutung des Bedarfs der Pilze an den Metallen Ca. 
Mn und Zn ist sehr schwer zu beurteilen. Ob Mn und Zn in der Natur in 
so geringen Mengen vorkommen, dass sie begrenzende Faktoren für das 
Wachstum der streuzersetzenden Hymenomyzeten sind, lässt sich zur 
Zeit nicht entscheiden. Dass Ca eine gewisse ökologische Rolle spielen 
könnte, ist von vornherein nicht unwahrscheinlich. Ein Vergleich zwischen 
der Bedeutung der genannten Metalle für die Streuzersetzer und für die 
übrigen ökologischen Hymenomyzetengruppen ist gegenwärtig nicht mög- 
lich, da man der Bedeutung der Metalle für das Wachstum der Hymeno- 
myzeten bloss geringe Aufmerksamkeit gewidmet hat. 
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Die ökologische Bedeutung der hier experimentell festgestellten phy- 
siologischen Eigenschaften der Marasmius-Arten ist also in gewissen Be- 
ziehungen klar, lässt sich aber in anderen Hinsichten zur Zeit nicht sicher 
beurteilen. Es liegt auf der Hand, dass weitere Untersuchungen über die 
Physiologie der Pilze sowie allseitige und exakte Studien über die natür- 
lichen Standortbedingungen erforderlich sind, damit die Ökologie der 
Pilze vollständiger vom physiologischen Gesichtspunkt erklärt werden kann. 


Summary. 


The purpose of the present work is to throw light upon certain physio- 
logical aspects of litter-decomposing hymenomycetes. A number of Ma- 
rasmius-species have been selected to represent the fungi under considera- 
tion — the majority belonging to the commonest hymenomycetes to be 
found in the Swedish coniferous and deciduous forests. The work firstly 
deals with the decomposition of litter by the fungi, in particular their 
effect on lignin and cellulose, and, secondly, examines the conditions for 
their growth. In this latter section, special attention has been devoted 
to the dependence of the fungi on growth substances, and to the condition- 
ing of their growth by the concentration of hydrogen-ions and by the 
content of the metals calcium, manganese, and zinc in the medium. 

1. The test-material comprised pure cultures of the following species: 
Marasmius alliaceus Fr., М. androsaceus Fr., М. chordalis Fr., М. epiphyl- 
lus Fr., М. foetidus Fr., М. fulvobulbillosus О. R. Fr., M. graminum Berk. 
& Br., M. oreades Fr., М. perforans Fr., М. peronatus Fr., М. putillus Fr.. 
М. ramealis Fr., М. rotula Fr., and М. scorodonius Fr. (Table 1). 

2. The capacity of the Marasmius-species to decompose litter was 
investigated by cultivating the fungi for from 6 to 7 months on different 
types of sterilized litter (pine-needles, beech-leaves, aspen-leaves, straw 
derived from Glyceria maxima), whose dry-weight, as well as content of 
lignin, cellulose. and furfural-yielding substances, were determined at the 
beginning and at the end of the test-period (Tables 11 & 12). 

3. A more or less extensive decomposition of lignin could be established 
in the case of all species except M. chordalis. The strongest decomposition 
of lignin was brought about on pine-needles (48 to 59 per cent) by M. 
putillus, М. scorodonius, М. peronatus, and М. androsaceus; on beech- 
leaves (67 to 72 per cent) by M. alliaceus, М. foetidus, and М. ramealis: 
and on straw (63 per cent) by M. oreades. 

4. Cellulose was decomposed by all species. Particularly strong de- 
composition of cellulose resulted when beech-leaves, aspen-leaves, or straw 
formed the substrate. Several of the fungi decomposed 80 to 90 per cent 
of the cellulose contained in these types of litter. The cellulose in pine- 
needles seems more difficult to attack; here, decomposition in no case ex- 
ceeded 36 per cent. 


PHYSIOLOGIE LIGNINABBAUENDER BODENHYMENOMYZETEN 171 


5. The furfural-yielding substances were extensively decomposed by 
all species. 

6. It was found that NH,-nitrogen and organic nitrogen can be assim- 
ilated by all species, but NO,-nitrogen by M. fulvobulbillosus only (Table 
14), 

7. The Marasmius-species are heterotrophic for thiamin (aneurin). With 
М. alliaceus, М. androsaceus, М. foetidus, М. perforans, М. peronatus, М. 
putillus, М. ramealis, М. rotula, and М. scorodonius the thiamin can be 
replaced by equivalent quantities of pyrimidine and thiazole; with M. ful- 
vobulbillosus by pyrimidine only. M. chordalis and M. epiphyllus, as well 
as M. graminum, can assimilate a synthetic nutrient solution where pyri- 
midine alone is present; but growth is then slower than if the solution has 
been furnished with corresponding amounts of thiamin or pyrimidine 
plus thiazole (Table 19). 

8. Experiments with sub-optimal quantities of thiamin showed that, 
under the given experimental conditions, the inability to synthesize one 
or both of the thiamin components is absolute in the following species: 
M. androsaceus, M. chordalis, M. epiphyllus, M. foetidus, M. perforans, 
M. putillus, М. rotula, and M. scorodonius. In certain circumstances, M. 
fulvobulbillosus, M. graminum, M. peronatus, and M. ramealis would seem 
able to adapt themselves to a certain autotrophy for thiamin (Tables 25 
& 26; figs. 6, 7 & 8). 

9. The content of Ca and Mn in the nutrient solution has great influence 
on the size of the mycelium-thiamin quotient (Table 25; fig. 6). 

10. M. androsaceus is heterotrophic for biotin. With very weak con- 
centrations of biotin (less than 1 my per 20 ml of nutrient solution), the 
effect of this substance is quantitative. It was possible to establish a 
mycelium-biotin quotient of the approx. magnitude 4: 10% (Table 29; 
fig. 11). Given a concentration of biotin of approx. 2 my per 20 ml of nu- 
trient solution, possibilities of growth are apparently unlimited, even though 
the rate of growth is comparatively slow. With higher concentrations 
of biotin, the rate of growth is accelerated until the maximum effect is 
obtained with a concentration of approx. 10 my per 20 ml of nutrient solu- 
tion (Table 27; fig. 9). These results were taken to indicate that, in all 
circumstances, biotin exerts a quantitative influence, but that in speci- 
fic conditions the fungus becomes capable of producing this vitamin itself. 

11. M. perforans displayed an interesting ability to adapt itself to 
certain synthetic thiamin-containing media. During the first 4 to 8 weeks, 
the rate of growth was extremely slow, but accelerated considerably af- 
terwards. This was taken to indicate that the capacity of the fungus to 
synthesize certain necessary growth substances is reduced when it lives 


172 GOSTA LINDEBERG 


on natural substrates, but that this capacity increases when it is cultivated 
on the above synthetic media for a long period. The substances concerned 
are not thiamin or biotin, but some other non-identified growth substan- 
ces (Tables 20 & 23; figs. 3 & 4). 

12. The influence of the hydrogen-ion concentration on the rate of 
growth of the fungi was studied by employing a nutrient solution which, 
as its source of nitrogen, contained asparagine, and whose pH was regu- 
lated by adding SORENSEN’s phosphate solutions. In such conditions, 
the fungi grow with relatively slight changes in the pH (Table 33, figs. 
13—15). The correspondence between the experimentally established pH- 
optima and the pH-values characteristic of the substrates natural to the 
fungi was rather good. 

13. For maximum rate of growth in acid media most species are de- 
pendent on Ca; a particularly strong Ca-effect was demonstrated in the 
case of M. chordalis, М. epiphyllus, М. graminum, and М. rotula (Tables 
35 & 37). 

14. The antagonistic action of Ca towards other ions was examined 
more closely. No antagonism could be established between Ca and Mg 
(Table 40; fig. 20). In the majority of species examined, Ca exerted a de- 
finitely protective influence against supra-optimal concentrations of hy- 
drogen-ions. With optimal concentrations of hydrogen-ions, Ca had no 
influence on the rate of growth of certain species (е. g. M. graminum, М. 
rotula), while elsewhere (M. alliaceus, М. epiphyllus) a definite influence 
of the metal was observable even when the pH had an optimal value 
(Tables 44 & 45). Ca also exercises a clearly protective influence against 
higher concentrations of various alkali-salts (Table 43). Ca can be at least 
partly replaced by Sr (Table 47). 

15. Zn is indispensable for the growth of M. scorodonius. A given 
quantity of Zn only permits the growth of a definite amount of mycelium, 
the influence of this metal thus being quantitative (Table 52; fig. 23). For 
М. scorodonius, a mycelium-zine quotient could be established, the 
magnitude of which was 1-104. Zn must be regarded as necessary for 
the other species as well, but the need of the metal seems to vary from 
fungus to fungus (Table 49). Sensitivity towards the inhibiting influences 
emanating from supra-optimal quantities of Zn increases with higher 
concentrations of hydrogen-ions (Table 54). 
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